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Referat: 
Eine Vielzahl von Krankheiten und Phänotypen im Menschen werden durch Mutationen 
in G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) verursacht. Die Klasse der Adhäsions-
GPCR (aGPCR) ist bisher wenig erforscht, wird aber mit diversen Funktionen in der 
Immunität, Nervenentwicklung, Embryonalentwicklung und im Tumorwachstum in 
Zusammenhang gebracht. Ein Vertreter der Gruppe V der aGPCR ist der GPR133 
(ADGRD1). Einige genomweite Assoziationsstudien konnten den gpr133-Lokus mit 
Veränderungen im Metabolismus, in der Körpergröße und der Herzfrequenz verknüpfen. 
Für diesen aGPCR wurde bereits die Signaltransduktion über Gαs und Gαi gezeigt, 
sodass eine funktionelle Charakterisierung des GPR133 und dessen Varianten über 
cAMP-, cAMP response element- (CRE) und CRE binding protein- (CREB) Assays in 
vitro möglich ist. Systematische Untersuchungen der Struktur des GPR133 konnten die 
gebundene agonistische „Stachelsequenz“ aufzeigen. Dies legt den Grundstein für die 
funktionelle Untersuchung von Mutationen im GPR133. Eine Analyse von mehr als 1000 
sequenzierten humanen Genomen ergab über 9000 Einzelnukleotidpolymorphismen 
(SNP) im gpr133-Gen. Ungefähr 2,4 % der SNP liegen in kodierenden Genabschnitten 
und resultieren in 129 nicht-synonymen SNP (nsSNP) an 119 Aminosäurepositionen. 
Die funktionelle Relevanz dieser Missense-Varianten war unbekannt. Tiefergehende 
Analysen konnten nsSNP identifizieren, die zu einem vollständigen bzw. partiellen 
Funktionsverlust (A448D, Q600stop, C632fs [frame shift], A761E, N795K) oder zu einer 
erhöhten Basalaktivität (F383S, D453N) führen. Ein Vergleich der aGPCR Subklassen 
basierend auf diversen Orthologsequenzen konnte zudem stark konservierte Bereiche 
aufzeigen, deren Änderungen durch nsSNP im GPR133 in Funktionsänderungen 
münden. Das große im Menschen vorhandene funktionelle Spektrum von GPR133-
Varianten könnte für klinisch relevante Phänotypen verantwortlich sein, auch wenn die 
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1  Einleitung 
Die Aktivität jeder Körperzelle wird durch extrazelluläre Signale reguliert, die über 
verschiedene Klassen von Plasmamembranrezeptoren in das Zellinnere weitergeleitet 
werden. Die meisten dieser Rezeptoren gehören zur Superfamilie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Wess 1998). Im menschlichen Genom wurden über 
800 Vertreter dieser Rezeptorfamilie identifiziert (Fredriksson et al. 2003, Foord et al. 
2005). Substanzen, die die Aktivität der GPCR beeinflussen, werden häufig 
therapeutisch eingesetzt (Klabunde & Hessler 2002). Dabei adressieren rund 40 % der 
kommerziell erhältlichen Medikamente einen GPCR (Lagerström & Schiöth 2008, Rask-
Andersen et al. 2011). Die Erforschung von bisher wenig untersuchten GPCR ist daher 
eine wichtige Grundlage für die Entwicklung von Therapien für Erkrankungen des 
Menschen. 
1.1 Die Superfamilie der GPCR 
Es werden die verschiedensten Wahrnehmungsfunktionen über GPCR 
übertragen. So vermitteln sie das Sehen (Bliss 1946), das Riechen (Spehr & Munger 
2009) und das Schmecken (Kinnamon 2012). Neben diversen anderen Funktionen sind 
sie beteiligt an der Signalweiterleitung von Hormonen (Louvet & Vaitukaitis 1976, Libert 
et al. 1989, Gudermann et al. 1992) und an der Regulation von Hunger und Sättigung 
(Ellacott & Cone 2004). GPCR sind zudem evolutionär sehr alt (Stäubert et al. 2014). 
Sie existieren bereits in Hornkieselschwämmen (Krishnan et al. 2014), welche seit über 
700 Millionen Jahren in seichten Gewässern siedeln sollen (Love et al. 2009). Pilze 
besitzen seit über 1,4 Milliarden Jahren Vertreter der GPCR (Krishnan et al. 2012). 
Darüber hinaus sind sie präsent in Pflanzen (Fujisawa et al. 2001, Taddese et al. 2014) 
und in einzelligen Eukaryoten (Kim et al. 1996).  
Die Einteilung der GPCR in die Klassen A, B, C und F (D, E umfassen nicht 
humane Vertreter) (Attwood & Findlay 1994, Kolakowski, JR 1994) wurde inzwischen 
durch die GRAFS (Glutamat, Rhodopsin, Adhäsion, Frizzled/Taste 2 und Sekretin) 
Klassifizierung abgelöst, die die GPCR nach phylogenetischen Gesichtspunkten in fünf 
Klassen unterteilt (Fredriksson et al. 2003). Die Klasse der Rhodopsin-ähnlichen GPCR 
stellt hierbei mit über 700 Vertretern im Menschen die größte Klasse dar. Dieser Klasse 
gehören auch die mehreren hundert olfaktorischen Rezeptoren an (Fredriksson et al. 
2003). Gefolgt werden die Rhodopsin-ähnlichen GPCR von der Adhäsions-GPCR 
Klasse (33 Mitglieder im Menschen), 11 Frizzled- und 25 Taste 2-Rezeptoren, 22 
Glutamat-Rezeptor-ähnlichen und 15 Sekretin-Rezeptor-ähnlichen GPCR (Lagerström 




GPCR sind Membranproteine mit einer variablen Primärstruktur, die eine 
gemeinsame Tertiärstruktur aufweisen (Abb. 1) (Venkatakrishnan et al. 2013). Letztere 
kann in drei Abschnitte unterteilt werden: (1) die extrazelluläre Domäne (ECD), 
bestehend aus dem N-Terminus, (2) der Transmembranregion (7TM) bestehend aus 
sieben α-Helices (TM1-7) und den jeweils drei intra- (ICL1-3) und extrazellulären 
Schlaufen (ECL1-3), und (3) der intrazellulären Region (ICD), bestehend aus dem C-
Terminus (Abb. 1) (Lagerström & Schiöth 2008, Venkatakrishnan et al. 2013). Im 
weiteren Sinne moduliert die ECD den Ligandeneintritt zur 7TM, die TM-Region formt 
den strukturellen Kern, bindet Liganden und vermittelt über Konformationsänderungen 
die Informationen hin zur ICD, die wiederum eine Schnittstelle zu den zytosolischen 
Signalproteinen (z.B. G-Proteine, Arrestine, Kinasen) bildet (Abb. 1) (Venkatakrishnan 
et al. 2013).  
 
Abb. 1: Topologie eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors 
Der Aufbau eines GPCR ist schematisch dargestellt. Der extrazelluläre Teil (ECD) besteht aus dem 
N-Terminus. Der sieben Transmembranverbund (7TM) besteht aus sieben α-Helices (I-VII) und den 
jeweils drei intra- (ICL) und extrazellulären Schlaufen (ECL) und ist für die Informationsumformung 
eines extrazellulären in ein zytosolisches Signal (durch Konformationsänderung) verantwortlich. Die 
intrazelluläre Domäne (ICD) besteht aus dem C-Terminus. Eine konservierte Disulfidbrücke zwischen 
den Cysteinen am extrazellulären Ende der TM3 und ECL2 (braue Punkte) ist für die Tertiärstruktur 
der meisten GPCR von Bedeutung. Die Interaktionsoberflächen von G-Proteinen (blaues Oval) zu 
GPCR befinden sich in der ICL2, TM3, TM5 und TM6. Die Abbildung stellt die Informationen aus 
Venkatakrishnan et al. 2013 und Lagerström & Schiöth 2008 graphisch dar. 
 
Im Falle des Rhodopsins wird die ECL2 mit dem N-Terminus zu einer β-hairpin-




(Palczewski et al. 2000). Die extrazellulären Bereiche sind zudem durch Disulfidbrücken 
gekennzeichnet, die für die Rezeptorstabilität wichtig sind (Venkatakrishnan et al. 2013). 
Die Disulfidbrücke zwischen dem C3.25 (die hochgestellte Zahl entspricht dem 
Nummerierungssystem nach Ballesteros & Weinstein 1995) am N-Terminus der TM3 
und der ECL2 ist in den meisten GPCR-Strukturen vorhanden (Abb. 1) (Venkatakrishnan 
et al. 2013). Trotz einer großen Variabilität der Primärstruktur gibt es Klassen-spezifisch 
konservierte Motive in der Aminosäuresequenz von GPCR. Für die Klasse der 
Rhodopsin-ähnlichen GPCR sind die Motive DR3.50Y (TM3), CWxP6.50 (TM6) und 
NP7.50xxY (TM7) prominent (Lagerström & Schiöth 2008). Ein Netzwerk von tertiären 
Kontakten hält den Transmembranverbund trotz großer Sequenzvariabilität der 
Rhodopsin-ähnlichen Klasse zusammen (Venkatakrishnan et al. 2013). Die inter-TM-
Tertiärkontakte gruppieren sich räumlich gesehen größtenteils an den 
Berührungsflächen von TM1-TM2, TM3-TM4, TM3-TM5 und TM3-TM6-TM7, wobei die 
TM3 ein struktureller Angelpunkt zu sein scheint (Venkatakrishnan et al. 2013). Die 
diversen Liganden der Rhodopsin-ähnlichen GPCR werden häufig über die Positionen 
3.32, 3.33, 3.36, 6.48, 6.51 und 7.39 gebunden, von denen zwei Kontaktpaare (3.36-
6.48 und 6.51-7.39) auch in dem konservierten inter-TM-Kontakt-Netzwerk vorkommen 
(Venkatakrishnan et al. 2013).  
Eine charakteristische Fähigkeit der GPCR ist die Informationsweiterleitung in die 
Zelle. Die Signaltransduktion wird unter anderem über die Interaktion mit sogenannten 
Guanosintriphosphat-bindenden Proteinen, kurz G-Proteinen realisiert (Lefkowitz et al. 
1976, Limbird et al. 1980). Die α-Untereinheit des G-Proteins fungiert dabei als 
molekularer Schalter und bindet im inaktiven Rezeptorzustand (R) ein 
Guanosindiphosphat (GDP, Abb. 2) (Pfister et al. 1983, Zick et al. 1986). Der N-Terminus 
der α-Untereinheit des G-Proteins interagiert mit dem ICL2 des β2-Adrenorezeptors 
(Rasmussen et al. 2011). Die Bindung des β2-Adrenorezeptors und des Rhodopsins an 
das jeweilige G-Protein wird zudem über Positionen im Transmembranverbund vermittelt 
(3.50, 3.53, 3.54, 5,61, 5.64, 5.65, 6.33, 6.36; Abb. 1) (Choe et al. 2011, Rasmussen et 
al. 2011, Venkatakrishnan et al. 2013). Die Aktivierung des GPCR (R*) z.B. durch einen 
Agonisten führt zu einer Konformationsänderung des Rezeptorproteins (Bockaert & Pin 
1999) und initiiert den Austausch der GDP-Beladung an der Gα-Untereinheit zu 
Guanosintriphosphat (GTP) (Pfister et al. 1983). Die Salzbrücke („ionic lock“) zwischen 
dem R1353.50 des DRY-Motives der TM3 und dem E2476.30 in TM6 im Rhodopsin soll die 
inaktive Konformation stabilisieren (Palczewski et al. 2000, Lagerström & Schiöth 2008) 
und wird bei der Rezeptoraktivierung gelöst (Venkatakrishnan et al. 2013). Das G-
Protein interagiert am R* mit Aminosäureresten der ICL2 und dem R3.50 des DRY-




einer Rotationsbewegung um ungefähr 14 Å, und die ECL2 erfährt ebenfalls 
Konformationsänderungen (Schwartz et al. 2006, Venkatakrishnan et al. 2013). Dabei 
modifiziert der Rezeptor die Struktur der aminoterminalen Region der α-Untereinheit des 
Gs, verändert dadurch die „P-Schleife“, die an das β-Phosphat des GDP bindet und 
beeinflusst so die Affinität an GTP zu binden (Chung et al. 2011). Die Gα-GTP-
Verbindung dissoziiert von der Gβγ-Untereinheit (Stryer 1983) und löst je nach Spezifität 
unterschiedliche Signalkaskaden aus (Abb. 2). Allgemein werden dabei die vier größten 
Signalwege unterschieden: Gq, G12/13, Gi und Gs (Abb. 2). 
 
Abb. 2: Signaltransduktion der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
Im inaktiven Zustand bindet die α-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins ein Guanosindiphosphat 
(GDP). Durch die Aktivierung des Rezeptors (R*), beispielsweise durch Bindung eines Agonisten, führt 
eine Konformationsänderung des Rezeptorproteins zu einer Konformationsänderung der Gα-
Untereinheit. Daraufhin wird GDP gegen GTP getauscht und Gα dissoziiert von den βγ-Untereinheiten. 
Je nach Spezifität löst die Gα-Untereinheit nun unterschiedliche Signalkaskaden aus. Gαq führt zur 
Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Diese katalysiert die Spaltung des membrangebundenen 
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphats (PIP2) zu Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol 
(DAG). IP3 kann wiederum zur Erhöhung des intrazellulären Kalzium (Ca2+)-Spiegels beitragen. Die 
Adenylylcyklase (AC) wird sowohl von Gαs als auch von Gαi moduliert. Während Gαi sie und alle 
nachgeschalteten Mechanismen inhibiert, führt die Bindung des Gαs zu einer Aktivierung der AC. Diese 
wandelt dann Adenosintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) um. Das 
gebildete cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA). Diese stimuliert dann cAMP-response element-
binding protein (CREB), einen Transkriptionsfaktor, der das cAMP-response element (CRE) im 
Promotor des Zielgens aktiviert und so zur Ablesung des Zielgens führt. Die Gα12/13  führen zur 




Für über 120 GPCR im Menschen sind die Liganden und/oder Signalwege noch 
völlig unbekannt, diese werden als orphane (englisches Wort für „Waise“) GPCR 
bezeichnet (Alexander et al. 2015). Beinahe alle Vertreter der Adhäsions-GPCR 
(aGPCR) zählen dabei zu den orphanen GPCR (Vassilatis et al. 2003, Lagerström & 
Schiöth 2008, Tang et al. 2012, Alexander et al. 2015). 
1.2 Die Klasse der Adhäsions-GPCR  
Eine Klasse der GPCR sind die aGPCR, welche erst seit jüngerer Zeit ins 
wissenschaftliche Interesse gerückt sind. Auch wenn bereits in den 1980er Jahren der 
EMR1 (EGF-like module-containing, mucin-like hormone receptor-like 1, ADGRE1, 
F4/80) das erste Mal als ein Makrophagen-spezifisches Antigen beschrieben wurde  
(Austyn & Gordon 1981, Ezekowitz et al. 1981), konnte erst über zehn Jahre später der 
CD97 (cluster of differentiation 97, ADGRE5), ein naher Verwandter, identifiziert und 
molekular beschrieben werden (Eichler et al. 1994, Hamann et al. 1995). Daraufhin 
folgten Lphn1 (ADGRL1, Latrophilin 1) (Davletov et al. 1996) und GPR64 (ADGRG2, 
HE6) (Osterhoff et al. 1997). Inzwischen ist bekannt, dass mindestens 33 Vertreter im 
Menschen und 31 in der Maus existieren (Bjarnadóttir et al. 2004). Sie sind an diversen 
physiologischen Prozessen beteiligt, unter anderem an der Nervenentwicklung, 
Embryonalentwicklung, Zelladhäsion, Immunität, Myelinisierung und Angiogenese 
(Yona et al. 2008, Tang et al. 2012). Die Fehlfunktion einiger aGPCR führt zu 
gravierenden Krankheitsbildern. So sind Mutationen im VLGR1 (sehr großer GPCR 1, 
ADGRV1) verantwortlich für die Ausbildung des Usher Syndroms, eine erblich bedingte 
Taub-Blindheit (Weston et al. 2004), während Veränderungen im GPR56 (ADGRG1) zur 
bilateralen frontoparietalen Polymikrogyrie (Piao et al. 2004, Chiang et al. 2011) führen 
können. Mutationen des Cadherin-ähnlichen CELSR1 (cadherin EGF LAG seven-pass 
G-type receptor 1, ADGRC1) sind im Menschen mit Neuralrohrdefekten (Anenzephalie, 
Spina Bifida) assoziiert (Allache et al. 2012, Robinson et al. 2012, Lei et al. 2014, Marco 
et al. 2014). Auch ein Zusammenspiel der aGPCR mit der Ausbildung von Karzinomen 





Abb. 3: Molekularer Aufbau der aGPCR  
Topologisch sind aGPCR zusammengesetzt aus einer extrazellulären Domäne (ECD, bestehend aus 
dem extrazellulären N-Terminus), der sieben Transmembrandomäne (7TM, I-VII) inklusive der jeweils 
drei intra- (ICL) und extrazellulären Schlaufen (ECL), sowie der intrazellulären Domäne (ICD, 
bestehend aus dem C-Terminus). Im Gegensatz zu anderen GPCR besitzen die aGPCR (einzige 
Ausnahme: GPR123/ADGRA1) N-terminal außerdem verschiedene adhäsive Domänen (graue 
Dreiecke), sowie die charakteristische GPCR autoproteolysis inducing (GAIN) Domäne (bestehend 
aus einer α-Helix-reichen Subdomäne A [sub A] und einer β-Faltblattstruktur-reichen Subdomäne B 
[sub B]) inklusive der GPCR proteolysis site (GPS), innerhalb derer der Rezeptor posttranslational an 
dem konservierten CxCxHL↓T/S-Motiv in ein N-terminales Fragment (NTF) und ein C-terminales 
Fragment (CTF) gespalten werden kann (In Anlehnung an Langenhan et al. 2016). 
 
Aufgrund ihrer Topologie wurden sie zunächst als LNB7TM (große N-terminale Familie 
B der sieben Transmembranrezeptoren) zusammengefasst, da sie sich durch ihre 
großen extrazellulären Domänen auszeichnen (Abb. 3), die an Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen beteiligt sein könnten (Stacey et al. 2000, Volynski et al. 2004). Dabei 
variieren die N-Termini verschiedener aGPCR in ihrer Länge (von 20 bis fast 6000 
Aminosäuren der extremsten Vertreter GPR123/ADGRA1 und VLGR1) und in ihren 
adhäsiven Domänen, die von Immunglobulin-ähnlichen über Hormon-bindenden 
Domänen zu epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-Domänen reichen können (Hamann 
et al. 2015). Im Jahre 2012 wurde die Kristallstruktur eines prominenten Bestandteils fast 




al. 2012). Dabei wurde gezeigt, dass die GAIN-Domäne aus zwei Untereinheiten 
besteht, der Subdomäne A mit sechs α-helikalen Strukturen und der Subdomäne B mit 
13 β-Faltblattstrukturen (Abb. 3). Innerhalb der letzten Subdomäne werden fünf β-
Stränge der GPCR proteolytic site (GPS) zugeordnet, welche komplett in die GAIN-
Domäne eingebettet ist (Araç et al. 2012) (vgl. Abb. A1). Die GPS ist über die 
verschiedenen aGPCR hoch konserviert. Sie beinhaltet einige Cysteine, die 
Disulfidbrücken bilden, und ein stark konserviertes HL↓T/S Spaltungsmotiv (Abb. 3), an 
dem die Rezeptoren gespalten werden können (Lin et al. 2004). Diese 
autoproteolytische Spaltung erfolgt posttranslational im endoplasmatischen Retikulum 
der Zelle und teilt die aGPCR funktionell in ein N-terminales (NTF) und ein C-terminales 
Fragment (CTF) (Lin et al. 2004) (Abb. 3). Beide Fragmente bilden eine natürliche 
Chimäre bestehend aus zwei heterologen nicht-kovalent miteinander verbundenen 
Untereinheiten (Krasnoperov et al. 2002). Es wurde diskutiert, ob die Spaltung der 
Rezeptoren für die Funktion der aGPCR essentiell ist (Yona et al. 2008, Langenhan et 
al. 2013). Dies wurde nach Generierung und Testung von nicht spaltbaren Mutanten 
sowohl für den GPR133 (ADGRD1, Bohnekamp & Schöneberg 2011) als auch für die 
Lphn-1 Homologe LAT-1 in C. elegans (Prömel et al. 2012a) und CIRL in drosophila 
melanogaster (Scholz et al. 2017) ausgeschlossen. Trotzdem scheint die Spaltung des 
Lphn-1 für den Transport an die Zellmembranen von Bedeutung zu sein (Volynski et al. 
2004). Für den GPR56 wurde hingegen die Hypothese aufgestellt, dass die Spaltbarkeit 
für dessen Funktion notwendig sein muss, denn unspaltbare Mutationen führen zur 






Abb. 4: Die Gruppen der aGPCR haben verschiedene adhäsive Motive in ihren N-Termini 
Für jede Gruppe wurde ein beispielhafter humaner aGPCR dargestellt. Alle aGPCR sind charakterisiert 
durch den sieben-Transmembran-Bereich (7TM) und die GPCR autoproteolysis inducing (GAIN) 
Domäne mit inkludierter GPCR proteolysis site (GPS). Eine Ausnahme ist der GPR123 (ADGRA1), 
der einzige aGPCR in Säugetieren ohne GAIN und GPS. Die Subgruppen wurden aufgrund von 
phylogeneitschen Gesichtspunkten eingeteilt und besitzen diverse N-terminale Protein-Protein-
Interaktionsdomänen wie Calnexin (Calx), Cs1 and Csr/Uegf/BMP1 (CUB), Kalziumbindende 
Wachstumsfaktor-ähnliche Domäne (EGF_CA), Epitempin (EPTP), Hormonrezeptor-Motiv (HRM), 
Immunoglobulin I-set Domäne (I-set), Leucin-reiche Wiederholungen (LRR), Olfactomedin (OLF), 
Pentraxin/Laminin/Neurexin/Sexhhormon-bindende-Globulin-ähnliche (PLL), Pentraxin-ähnlich (PTX), 
Rhamnosebindendendes Lectin (RBL);, sperm protein, enterokinase, agrin module (SEA), 
Thrombospondin (TSP). Die Abbildung entstand in Anlehnung an Hamann et al. 2015, Krishnan et al. 
2016. 
 
Anhand der Aminosäuresequenz der sieben Transmembranregion kann diese 
Rezeptorklasse phylogenetisch in neun Gruppen eingeteilt werden (Abb. 4, Hamann et 
al. 2015, Krishnan et al. 2016): Gruppe I mit Lphn1-3 und ELTD1 (ADGRL1-4), Gruppe II 
mit EMR1-4 und CD97 (ADGRE1-5), Gruppe III mit GPR123, GPR124 und GPR125 




GPR144 (ADGRD1-2), Gruppe VI mit GPR110, GPR111, GPR113, GPR115 und 
GPR116 (ADGRF1-5), Gruppe VII mit BAI1-3 (Brain angiogenesis inhibitor, ADGRB1-
3), Gruppe VIII mit GPR56, GPR64, GPR97, GPR112, GPR114, GPR126 und GPR128 
(ADGRG1-7) und der Gruppe IX mit VLGR1 (ADGRV1) (Hamann et al. 2015). Die 
größten Unterschiede zwischen einzelnen aGPCR finden sich im N-terminalen Bereich 
(Abb. 4). Die meistgenutzten Protein-Protein-Interaktionsmotive in den N-Termini von 
jeder der neun Gruppen sind Rhamnosebindende-Lectin- (RBL) und Olfactomedin-
ähnliche (OLF) Domänen (Gruppen I); Kalzium-bindende Wiederholungen epidermaler 
Wachstumsfaktoren (EGF-CA) (Gruppen II); Leucin-reiche Wiederholungen 
(Gruppen III); Cadherin Wiederholungen (Gruppen IV); Laminin G/Pentraxin (PTX)-
ähnliche Domänen (Gruppen V); sea urchin sperm protein, enterokinase, and agrin 
(SEA) Domänen (Gruppen VI); Thrombospondin (TSP)-1 Wiederholungen 
(Gruppen VII); PTX (Gruppen VIII); Calnexin (Calx)-beta Wiederholungen (Gruppen IX) 
(Abb. 4, Hamann et al. 2015, Kishore & Hall 2016). Für den GPR56 als Teil der 
Gruppen VIII wurde kürzlich die extrazelluläre Domäne komplett kristallisiert und dabei 
eine PTX/Laminin/Neurexin/Sexhhormon-bindende-Globulin-ähnliche (PLL) Domäne 
aufgedeckt (Abb. 4) (Salzman et al. 2016).  
 
Der für GPCR so charakteristische 7TM-Kern zeigt variierende 
Sequenzidentitäten von 20-70% (Stacey et al. 2000), welche vergleichbar mit anderen 
GPCR sind (Liebscher et al. 2013). Bei Sequenzvergleichen von aGPCR können nur 
wenige Sequenzmotive gefunden werden (TM1 GXXS, TM3 HXXXLXXXXW, EXXXXY, 
TM4 GWGXP, and TM6 GXXW) und es fehlen spezifische Signaturen wie das DRY und 
NPxxY-Motiv der Rhodopsin-ähnlichen GPCR (Bjarnadóttir et al. 2007a, Liebscher et al. 
2013, Peeters et al. 2016). Auch wenn bereits viele Informationen über die aGPCR-
Klasse bekannt sind (Langenhan & Schöneberg 2016), ist der Vergleich von 
Mutationsdaten zwischen unterschiedlichen Vertretern bisher mit einem hohen Aufwand 
verbunden. Für andere GPCR-Klassen wurden bereits Nummerierungssysteme etabliert 
(Rhodopsin (Ballesteros & Weinstein 1995), Sekretin (Wootten et al. 2013)), nach denen 
strukturell vergleichbare Positionen innerhalb des sieben Transmembranbereichs mit 
X.aa beschrieben werden (wobei das X für die Transmembrandomäne steht und aa die 
relative Position zur höchst konservierten Aminosäure beschreibt). Einige Publikationen 
versuchten bisher bestehende Nummerierungssysteme auf aGPCR anzuwenden. So 
wurde sowohl das Nummerierungssystem nach Ballesteros/Weinstein der Rhodopsin-
Klasse eingesetzt (Peeters et al. 2016) als auch das System nach Wootten der Sekretin-
Klasse (Graaf et al. 2016). Um das Schema nach Ballesteros/Weinstein zu verwenden, 




Rhodopsin-Klassen. Eine hohe Aussagekraft erfordert eine Vielzahl diverser Sequenzen 
beider Klassen, um die nötige statistische Power für gefundene Identitäten und 
Unterschiede zu erreichen. Die Verwendung des Nummerierungsschemas ist demnach 
mit einem hohen Aufwand verbunden. Je nach Sequenzanzahl (also der Power) variiert 
zudem die Übereinstimmung bereits publizierter verschiedener Alignments miteinander. 
Das System von Wootten vergleicht wiederum nur die 15 humanen Sekretin-ähnlichen 
GPCR (Wootten et al. 2013). Die Studie von Graaf vergleicht schließlich alle humanen 
aGPCR mit dem Vergleich von Wootten (Graaf et al. 2016). Da die Sekretin-GPCR 
wahrscheinlich von den aGPCR abstammen (Nordstrom et al. 2009), ist das von diesen 
abgeleitete Nummerierungsschema relativ unproblematisch und schnell anzuwenden. 
Dennoch, die Adhäsions-GPCR sind eine eigenständige Gruppe innerhalb der GRAFS-
Klassifizierung. Zudem haben die meisten Studien lediglich die humanen Vertreter der 
aGPCR gegenübergestellt (Graaf et al. 2016, Peeters et al. 2016). Es ist jedoch 
inzwischen bekannt, das große Orthologdatensätze eine starke Aussagekraft für die 
Vorhersage der strukturellen und funktionellen Auswirkungen einer Mutation besitzen, 
da sie in über 90 % der Fälle mit den in vitro gewonnenen Daten eines Rhodopsin-
ähnlichen GPCR übereinstimmten (Cöster et al. 2012). Den evolutionären Aspekten 
wurde bisher in keinem Sequenzvergleich Rechnung getragen. Dadurch ist es bisher 
unmöglich über evolutionär bedeutsame, konservierte Bereiche eine Aussage zu treffen. 
1.3 Signaltransduktion der Adhäsions-GPCR 
Ungefähr zwei Drittel der aGPCR sind orphane GPCR, da weder deren 
physiologische Funktion, die Signaltransduktion, noch agonistische Liganden bekannt 
sind (Vassilatis et al. 2003, Tang et al. 2012, Hamann et al. 2015). Trotzdem sind bereits 
einige extrazellulär bindende Liganden identifiziert worden. So interagiert 
Chondroitinsulfat mit den EGF-ähnlichen Domänen der N-Termini von EMR2 und CD97 
(Stacey et al. 2003). Der CD97, der sich unter anderem auf Leukozyten befindet, kann 
außerdem mit Decay Accelerating Factor (DAF, auch CD55 genannt) auf Erythrozyten 
interagieren und eine adhärente Verbindung zwischen roten und weißen Blutkörperchen 
aufbauen (Hamann et al. 1996). GPR124 (ADGRA2) ist fähig, mit Glykosaminoglykanen 
und Integrinen Bindungen einzugehen (Vallon & Essler 2006). Lphn-1 bindet Latrotoxin, 
das Spinnengift der schwarzen Witwe (Krasnoperov et al. 1997, Rahman et al. 1999). 
Darüber hinaus hat Lphn-1 auch Neurexin, Teneurin-2 und Fibronectin-Leucin-reiche 
Wiederholungs-Proteine (FLRT) als endogene Liganden (Silva et al. 2011, Boucard et 
al. 2012, O'Sullivan et al. 2012). Der GPR56 bindet an die Tetraspanine CD9 und CD81 
(Little et al. 2004), an Kollagen III (Luo et al. 2011) und an die Transglutaminase 2 (Xu 




length regulation protein homolog 1 (TEN1) sind die OLF- und RBL-Domänen des Lphn3 
wichtig (O'Sullivan et al. 2014). Der BAI3 bindet an das sekretierte complement C1Q-
related protein C1QL1 während der Synapsenentstehung zwischen Neuronen (Sigoillot 
et al. 2015). Für den GPR126 wurde inzwischen gezeigt, dass Kollagen IV (Paavola et 
al. 2014), Laminin-211 (Petersen et al. 2015) und das Prion-Protein PrPC (Kuffer et al. 
2016) an extrazelluläre Bestandteile des Rezeptors binden können.  
Dennoch ist es schwierig, von einer Deorphanisierung der Rezeptorklasse zu 
sprechen, denn eine Aktivierung der aGPCR durch ihre Bindungspartner konnte nur für 
einige wenige Beispiele gezeigt werden. Weiterhin gehört zur Definition eines 
deorphanisierten GPCR das Wissen um die Signaltransduktion, die nach Aktivierung des 
GPCR (z.B. durch Bindung eines agonistischen Liganden) ausgelöst wird. Jahrelang war 
unklar, ob aGPCR tatsächlich über G-Proteine koppeln. Die Zugehörigkeit zur 
Superfamilie der GPCR erfolgte ausschließlich über Strukturähnlichkeiten (hier vor allem 
über die 7TM) (Stacey et al. 2000, Fredriksson et al. 2003, Lagerström & Schiöth 2008). 
Studien zu einer möglichen G-Protein-Kopplung, z.B. am GPR56 basieren auf der Co-
Lokalisation beider Proteine zu einem GPCR-G-Protein Komplex. Dieser wurde mittels 
Immunpräzipitation gezeigt und lässt eine Gq/11-Kopplung vermuten (Little et al. 2004). 
Eine funktionelle Bestätigung dieser angenommenen Interaktion erfolgte damals nicht. 
Da der GPR56 zur Aktivierung sowohl einer Luziferase, welche unter der Kontrolle eines 
serum response element (SRE) steht, als auch der Rho-Proteine führt, wird außerdem 
eine Gα12/13-Kopplung vermutet (Iguchi et al. 2008, Paavola et al. 2011). Einen weiteren 
indirekten Nachweis erbrachten Monk und Kollegen im Jahr 2009 (Monk et al. 2009). Bei 
dieser Studie wurde in Zebrafischen der GPR126 (ADGRG6) genetisch ausgeschaltet, 
was zu einem Myelinisierungsdefekt in deren Schwann‘schen Zellen führte. Dieser 
Phänotyp konnte durch Forskolinstimulation behoben werden. Forskolin wiederum ist 
ein Agens, das die Adenylylzyklase aktiviert und somit zu einem cAMP-Anstieg und zu 
einer Aktivierung aller nachgeschalteten Signale führt. Die Wissenschaftler um Monk 
vermuteten daraufhin, dass der GPR126 über Gs signalisieren könnte. Bohnekamp und 
Schöneberg konnten 2011 dann den Nachweis erbringen, dass der aGPCR GPR133 
durch Interaktion mit Gαs zu einer Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels führt 
(Bohnekamp & Schöneberg 2011). Dieser Beweis konnte auch in Abwesenheit eines 
bekannten Agonisten geführt werden, basierend auf der Tatsache, dass sich GPCR im 
Organismus in einem ständigen Wechsel zwischen inaktiver und aktiver Konformation 
befinden (Lefkowitz et al. 1993). Durch Erhöhung der absoluten Anzahl von Rezeptoren 
in der Zelle, zum Beispiel durch Überexpression, ist es möglich die Anzahl der 
Rezeptoren im aktiven Zustand und damit die Konzentration nachgeschalteter second 




Erhöhung der transfizierten GPR133-Plasmidmenge führte zu einer Steigerung der 
cAMP-Spiegel, welche durch small interfering (si)RNA inhibiert werden konnte 
(Bohnekamp & Schöneberg 2011). Diese Ergebnisse konnten ein Jahr später von einer 
amerikanischen Gruppe validiert und durch die Signalfunktion des GPR114 (ADGRG5) 
als Gs-Koppler erweitert werden (Gupte et al. 2012). Das auch der GPR126 ein Gs-
koppelnder aGPCR ist, bewiesen dann Mogha et al. (2013). Auch das Lphn-1 Homolog 
in C. elegans vermittelt die Zellpolarität über einen Gs-abhängigen Prozess (Müller et al. 
2015). Weiterhin gibt es unter den aGPCR promiskuitiv signalisierende Vertreter. 
Beispielsweise vermittelt der GPR64 sein Signal über Gs- und Gi–Proteine (Demberg et 
al. 2015).  
1.4 Aktivierungsmechanismus der Adhäsions-GPCR 
Trotz der benannten Studien zu einer G-Protein-vermittelten Signalweiterleitung 
ist es unklar, wie aGPCR aktiviert werden und welche strukturellen Veränderungen mit 
einer Aktivierung einhergehen. Nachdem im Jahr 2004 die autoproteolytische 
posttranslationale Spaltung vieler aGPCR in ein N-terminales (NTF) und ein C-
terminales Fragment (CTF) bekannt wurde (Lin et al. 2004), untersuchten viele Forscher 
die unterschiedlichen Rollen von NTF und CTF. Dabei wurde zum einen die Spaltbarkeit 
der Rezeptoren und zum anderen die Funktionen der einzelnen Fragmente untersucht. 
So ist inzwischen bekannt, dass nicht alle aGPCR autoproteolytisch gespalten werden. 
Für GPR111 (Prömel et al. 2012b), GPR114 (Wilde et al. 2016), GPR115 (Prömel et al. 
2012b) und CELSR1 (Formstone et al. 2010) konnte eine autoproteolytische Spaltung 
bisher experimentell nicht gezeigt werden. Auch für EMR1, GPR123, GPR124, GPR125, 
CELSR3 und BAI3 wurde angenommen (Araç et al. 2012), dass sie nicht gespalten 
werden können, da das H des Spaltungsmotives fehlt. Untersuchungen, die den GPR56 
auf CTF-Größe einkürzen, zeigten eine konstitutive Aktivierung der Rho-Signalkaskade 
mit einhergehender Erhöhung der β-Arrestin-Rekrutierung (Paavola et al. 2011). 
Weiterhin scheint der NTF des GPR56 den CTF zu inhibieren (Yang et al. 2011). Auch 
der BAI2 wurde auf CTF-Größe eingekürzt und führte dann zu einer Aktivierung des 
nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-Signalweges (Okajima et al. 2010). Der CTF 
des CD97 führte im Überexpressionssystem zu einer vielfachen Erhöhung der 
Luziferaseaktivität unter Kontrolle des RhoA-abhängigen SRE (Ward et al. 2011).  
Daraufhin wurde die Vermutung aufgestellt, dass die autoproteolytische Spaltung 
im Zusammenspiel mit der Deletion des NTF zu einer konstitutiven Aktivierung der 
aGPCR führt (Liebscher et al. 2013). Die Mechanismen, die zur Entfernung des nicht-
kovalent-verbundenen NTFs führen, sind jedoch unbekannt. Eine mögliche Ursache 




Rezeptors führt, wodurch die Verbindung zwischen CTF und NTF sich löst, oder der 
Ligand ist Teil einer „vorbeiziehenden“ Zelle, bindet den NTF und „nimmt“ diesen mit. 
Auch ist denkbar, dass die große extrazelluläre Domäne (ECD) eine inhibierende 
Wirkung auf den CTF hat und nur durch die Wegnahme dessen eine Aktivierung der G-
Protein-Signalweiterleitung möglich werden kann (Liebscher et al. 2013). Daher 
entstanden zwei mögliche Szenarien (Liebscher et al. 2013): 1) die ECD enthält einen 
inversen Agonisten, der die Signalfunktion durch die 7TM unterbindet, und 2) die ECD 
enthält einen gebundenen Agonisten, der erst durch Wegnahme des NTF freigelegt wird 
und fähig ist, die 7TM zu aktivieren. Um die genannten Möglichkeiten zu überprüfen, 
wurden mehrere Deletionsvarianten am GPR126 untersucht (Liebscher et al. 2014). Auf 
der einen Seite wurde der CTF des GPR126 in vitro untersucht, wobei trotz mangelhafter 
Oberflächenexpression ebenfalls eine konstitutive Aktivität festgestellt werden konnte 
(Liebscher et al. 2014). Um die Membranexpression sicherzustellen wurde die Variante 
durch den N-Terminus des P2Y12 erweitert. Auch hier konnte die Daueraktivität 
festgestellt werden (Liebscher et al. 2014). Nach Entfernung des verbleibenden GPS-
Restes andererseits wurde die Daueraktivität in beiden Versionen aufgehoben 
(Liebscher et al. 2014). Um die Rolle des GPS-Restes näher zu untersuchen, wurden 
die einzelnen Aminosäuren von N-terminal zunächst sukzessive deletiert und 
anschließend einzeln zu Alanin substituiert (Liebscher et al. 2014). Dabei wurde deutlich, 
dass der Verlust/die Änderung der ersten zwei Positionen nach der Spaltstelle für die 
Rezeptoraktivierung keine Rolle spielt, jedoch eine Veränderung der Position +3 für die 
Aktivität entscheidend zu sein scheint (Liebscher et al. 2014). In der Folge wurden 
unterschiedlich lange Peptide synthetisiert, die der Sequenz des C-terminalen Endes der 
GPS entsprachen (Liebscher et al. 2014). Im Anschluss wurden diese extern appliziert 
und die cAMP-Akkumulation gemessen. Dabei konnte für den GPR126 ein 16 
Aminosäure langes Peptid (p16) identifiziert werden, das in der Lage ist, den Rezeptor 
spezifisch und konzentrationsabhängig zu stimulieren (Liebscher et al. 2014).  
Auch wenn für einige aGPCR die endogenen Liganden bereits aufgedeckt werden 
konnten, wurde bisher eine Aktivierung der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion 
durch die meisten Liganden nicht bewiesen (Kishore & Hall 2016). Sehr 
vielversprechend ist der GPR126. Für diesen wurde Kollagen IV als ein agonistischer 
Ligand beschrieben (Paavola et al. 2014). Ferner scheint das Prion-Protein PrPC, dessen 
Fehlfunktion ähnlich dem GPR126-knock out zu einem Myelinisierungsdefekt in den 
Schwann‘schen Zellen führt, ein agonistischer Ligand des GPR126 zu sein (Kuffer et al. 
2016). Interessanterweise wurde zudem gezeigt, dass der GPR126 nur bei gleichzeitiger 
mechanischer Stimulation durch Laminin-211 aktiviert werden kann (Petersen et al. 




einer Inhibition der Signalkette von GPR126 (Petersen et al. 2015). Es wird vermutet, 
dass die nicht-kovalente Verbindung von NTF-CTF nach Bindung des Laminin-211 und 
zusätzlichen mechanischen Einflüssen getrennt wird (Petersen et al. 2015). Dabei 
scheint es sich um eine Autoaktivierung durch die gebundene „Stachelsequenz“ zu 
handeln (Petersen et al. 2015). Ob dies ein genereller Mechanismus der Aktivierung von 
aGPCR ist, muss noch untersucht werden. Zudem scheint der NTF unabhängig vom 
CTF für verschiedene Funktionen verantwortlich zu sein. In vivo Untersuchungen 
zeigten, dass der NTF des Lphn-1-Homologs LAT1 für die Fertilität in C. elegans 
verantwortlich ist (Prömel et al. 2012a), während der NTF des GPR126 in Zebrafischen 
und Mäusen für die frühe Herzentwicklung verantwortlich zu sein scheint (Patra et al. 
2013). Auch hier ist die Frage der Generalität ungeklärt. 
Diese Arbeit wird analog den Arbeiten am GPR126 den postulierten 
Aktivierungsmechanismus der aGPCR über die Stachelsequenz anhand des GPR133 
untersuchen.  
1.5 Der Adhäsions-GPCR GPR133  
Der GPR133 ist ein Vertreter der Subgruppe V der Adhäsions-GPCR. Weitere 
Namen dieses Vertreters sind ADGRD1 und PGR25. Der GPR133 wurde initial durch 
einen Suchansatz mittels des Hidden Markov Modells identifiziert (Bjarnadóttir et al. 
2004). Hier wurden das Human- und Maus-Repertoire der aGPCR untersucht und der 
GPR133 sowie sein naher Verwandter GPR144 erstmalig näher beschrieben. Die 
Benennung mittels noch nicht vergebener „GPR“-Nummerierung wurde dabei mit dem 
HUGO Gene Nomenclature Committee am University College London abgestimmt 
(Bjarnadóttir et al. 2004).  
Das Gen des GPR133 (ADGRD1 Gen ID: 283383) liegt im Menschen auf dem q-
Arm an Position 24.33 des Chromosoms 12. Das Genome Reference Consortium (Howe 
& Wood 2015) veröffentlichte im May 2016 eine aktuelle Annotation des menschlichen 
Genoms (NCBI Homo sapiens Annotation Release 108, GRCh38.p7). Demnach besteht 
das Gen aus 30 Exons. Der GPR133 in Vertebraten besitzt sieben Positionen für 
alternatives Spleißen (Nordstrom et al. 2009). Dies ist ein Prozess, der die 30 Exons 
während der Transkription unterschiedlich verbinden kann, wodurch 13 mögliche 
Isoformen entstehen können (NP_942122.2; NP_001317426.1; Q6QNK2.1; 
XP_005253623.1; XP_011536506.1; XP_011536507.1; XP_011536508.1; 
XP_011536509.1; XP_011536510.1; XP_011536511.1; XP_011536512.1; 
XP_011536513.1; XP_011536514.1). Nach Translation entsteht ein bis zu 906 
Aminosäure großes und ca. 100 kDa schweres Protein (rechnerisch ohne Einbezug 




von EditSeq 7.1.0, DNAStar, Lasergene). Im Vergleich zum VLGR1, der mit über 6300 
Aminosäuren gigantische Ausmaße annehmen kann (McMillan & White 2010), ist der 
GPR133 eher ein kleinerer Vertreter der aGPCR.  
Der GPR133 ist ein evolutionär alter GPCR. So finden sich Sequenzen vom 
GPR133 nicht nur in Wirbeltieren sondern auch in wirbellosen Tieren, wie der 
Seeanemone (Nematostella vectensis) (Nordstrom et al. 2009), der kleinpolypigen 
Steinkoralle (Acropora millepora), dem Purpur-Seeigel (Strongylocentrotus purpuratus) 
oder dem Plattentierchen (Trichoplax adhaerens), ein Vielzeller der phylogenetisch älter 
ist als Schwämme (Dellaporta et al. 2006). 
Erst durch die auf phylogenetischen Untersuchungen basierende GRAFS-
Klassifizierung (Fredriksson et al. 2003) wurden die Adhäsions- und Sekretin-ähnlichen 
GPCR voneinander unterschieden, zuvor wurden sie als Klasse B zusammengefasst. 
Es wird davon ausgegangen, dass die Sekretin-ähnlichen GPCR von den Adhäsions-
GPCR und im Speziellen von der Gruppe V abstammen, also von GPR133 und GPR144 
(ADGRD2) (Nordstrom et al. 2009). Zu den Sekretin-ähnlichen GPCR gehören neben 
dem Namensgeber unter anderen auch die Rezeptoren für Glukagon, Parathormon 
(PTH), Glukagon-ähnliches Peptid (GLP), Adrenomedullin, Amylin, Wachstumshormon 
releasing Hormon (GHRH), Calcitonin oder Corticotropin-releasing Hormon (CRF). 
Diese sind beispielsweise für Vasodilatation und die Kalzium-Homöostase wichtig 
(Hollenstein et al. 2014). Ebenso wie der GPR133 können alle Sekretin-ähnlichen GPCR 
unter anderem über den Gs-gekoppelten-Adenylylzyklase-cAMP-Weg signalisieren 
(Wess 1998).  
Der GPR133 besitzt wie alle GPCR die charakteristischen 7TM, die durch jeweils drei 
extra- und intrazelluläre Schlaufen miteinander verbunden sind (Abb. A1). Typisch für 
die Klasse der aGPCR ist der große, extrazellulär gelegene N-Terminus mit seinen 
funktionellen Bestandteilen. Dazu gehören bei dem GPR133 eine Pentraxin-ähnliche 
Domäne (PTX), welche Teil einer Laminin G-ähnlichen Struktur ist, sowie die prominente 
GAIN-Domäne mit der integrierten GPS (Abb. 4). Pentraxine sind immunologisch 
relevante Proteine und bilden einen Protomer aus fünf gleichen Untereinheiten 
(Goodman et al. 1996). Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein prominenter Vertreter der 
Pentraxine und gehört zu den Akut-Phase-Proteinen (Okamura et al. 1990). Es steigt 
nach Infektion als Folge der Entzündungsreaktion im Blut an und findet daher in der 
Diagnostik vielfach Anwendung (Okamura et al. 1990). Welche Bedeutung die PTX-
Domäne im GPR133 hat, ist jedoch unklar. Weiterhin besitzt der N-Terminus des 
GPR133 an neun Positionen N-Glykosylierungsstellen, die durch das 





Quantitative real-time-PCR sowie Expressed Sequence Tags (EST)-
Datenanalysen identifizierten den GPR133 bisher im menschlichen Gehirn, Hoden und 
im gesamten Gastrointestinaltrakt (Bjarnadóttir et al. 2004, Badiali et al. 2012). In 
Mäusen und Ratten wurde der GPR133 am höchsten in Intestinum und Riechhirn, sowie 
in Fettgewebe und Haut exprimiert gefunden (Haitina et al. 2008). Es wurden für den 
GPR133 zwei mögliche humane Splicevarianten identifiziert, die in fetalem Gewebe, 
Lunge, Milz und Hoden gefunden wurden (Bjarnadóttir et al. 2007b). In Hühnern wurden 
ebenfalls zwei Splicevarianten des GPR133 identifiziert, die in der Hypophyse, dem 
Auge, der Lunge, in Muskeln und Fettgewebe gefunden wurden (Tian et al. 2017). 
Zudem wurde der GPR133 im Transkriptom von Follikel-assoziiertem Epithel (FAE) 
identifiziert (Kobayashi et al. 2012), welches die Peyer-Plaques und alle Tonsillen im 
Darm überzieht und somit in enger Beziehung zum Mukosa-assoziiertem lymphatischen 
Gewebe (MALT) steht. Weiterhin wird die Expression des GPR133 in embryonalen 
Stamm (ES)-Zellen bei der Differenzierung zu Embryonalkörperchen (embryoid bodies, 
EB) reguliert (Layden et al. 2010). Im Vergleich zu undifferenzierten ES-Zellen erhöht 
sich die Expression an Tag 4 nach EB-Formation um das über tausendfache und wird 
an Tag 20 wieder um das 0,01-fache reguliert (Layden et al. 2010). Auch scheint der 
GPR133 eine Rolle in der Entwicklung von braunem Fettgewebe zu spielen, da die 
Expression in ausgebildeten braunen Fettzellen im Vergleich zu dessen Vorläuferzellen 
höher ist (Klepac et al. 2016). In Zebrafischen wird der GPR133 am meisten im Auge 
und im Herzen gefunden und wird während der Entwicklungsstufen durchgehend 
exprimiert (Harty et al. 2015).  
Wofür der GPR133 physiologisch benötigt wird, ist bisher noch nicht bekannt. 
Hinweise diesbezüglich können jedoch aus verschiedenen genomweiten 
Assoziationsstudien (GWAS) und einigen Tiermodellen entnommen werden. So wurde 
der GPR133 in Zusammenhang mit physiologisch konstitutionellen Faktoren wie der 
Körpergröße (Tönjes et al. 2009, Kim et al. 2012, Kim et al. 2013), der Herzfrequenz 
(Marroni et al. 2009, Zhang et al. 2017) und dem Körpergewicht (Chan et al. 2012, 
Mansego et al. 2015) gebracht. In Hühnern wurde der GPR133 auch in der Leber 
identifiziert. Hier wird er als eine transkriptionelle Antwort nach zyklischer 
Hitzeeinwirkung herunterreguliert (Coble et al. 2014) und könnte möglicherweise ein 
Grund für den Hitze-induzierten veränderten Metabolismus in Hühnern sein. Er scheint 
jedoch auch eine Rolle in der Entwicklung pathologischer Zustände zu spielen. Ein 
Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP, siehe Kapitel 1.5) im Intron des GPR133-Gens 
wurde beispielsweise mit der amyotrophen lateral Sklerose assoziiert (Xie et al. 2014). 
Dies ist eine Krankheit mit degenerativen Motoneuronen, die langfristig zum Tod führt 




gebracht. Gromova und Kollegen fanden die GPR133-mRNA in Mäusen mit 
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) hochreguliert (Gromova et al. 2009). Zudem 
wird der GPR133 selektiv auf humanen CD133+ Glioblastom Stammzellen exprimiert 
(Bayin et al. 2016). Das Glioblastom ist ein maligner hirneigener Tumor. Wie bei vielen 
soliden Tumoren ist das Zentrum des Tumors wenig mit Sauerstoff versorgt und in 
diesem Bereich wird die GPR133-mRNA hochreguliert. Bayin und Kollegen gehen davon 
aus, dass der GPR133 das Wachstum und Fortschreiten von Glioblastomen fördert. 
Weiterhin wird eine Beteiligung des GPR133 an der Entstehung von Pankreas-
Karzinomen (Jones et al. 2008) vermutet.  
Zusammenfassend ist für den GPR133 die intrazelluläre Signaltransduktion über 
Gαs und Gαi bekannt. Es ist jedoch unklar, durch welche Mechanismen diese Kaskade 
angeworfen wird. Bisher sind weder Liganden noch Schlüsselpositionen bekannt, die für 
die Rezeptoraktivierung notwendig sind. Ferner ist nicht klar, ob und wie sich eine 
GPR133-Defizienz pathophysiologisch äußert.  
1.6 Einzelnukleotidpolymorphismen in Adhäsions-GPCR 
Bereits kleine Veränderungen im genetischen Code der GPCR können mit 
Krankheiten assoziiert sein (Schöneberg et al. 2004). So können beispielsweise 
Punktmutationen am TSH-Rezeptor sowohl Ursache einer Hyperthyreose (Duprez et al. 
1994) als auch einer Hypothyreose (Biebermann et al. 1997) sein, ein mutierter 
Vasopressin-Rezeptor kann zu nephrogenem Diabetes insipidus (Schöneberg et al. 
1998) führen und ein verändertes Rhodopsin kann Ursache für kongenitale 
Nachtblindheit oder Retinitis Pigmentosa sein (Dryja et al. 1990). Aber auch 
epigenetische Faktoren beeinflussen die Funktion von GPCR: So kann der DNA-
Methylierungsstatus des gpr133 Einfluss auf die Körpergröße im Menschen (Mansego 
et al. 2015) und die Herzfrequenz (Zhang et al. 2017) nehmen. 
Besonders häufig werden Einzelnukleotidpolymorphismen (Single nucleotide 
polymorphisms, SNP) beim Vergleich verschiedener Genome identifiziert (Li et al. 2015). 
Ein SNP ist ein Austausch von nur einer Base in der DNA mit einer gewissen Häufigkeit 
in einer Population (meist mit >1 % Häufigkeit angegeben). Sie sind die am häufigsten 
vorkommende Ursache für genetische Unterschiede zwischen Individuen und das 
differenzierte Ansprechen auf medikamentöse Therapien (Guzey & Spigset 2002, Shi 
2002). Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) untersuchen den Zusammenhang von 
SNP mit dem Auftreten einer phänotypischen Auswirkung (Gu & Rao 2003). Tritt ein 
SNP gehäuft auf, kann dieser mit einer phänotypischen Ausprägung statistisch korreliert 




In GWAS konnten verschiedene SNP in aGPCR mit diversen Phänotypen 
assoziiert werden (Tab. 1).  
Tab. 1: Eine Auswahl von Assoziationen von Phänotypen und SNP in aGPCR 
aGPCR Assoziation Referenz 
Lphn2 - subkutane Fettgewebsdicke (Lee et al. 2011) 
Lphn3 - Aufmerksamkeit-Defizit/ Hyperaktivitäts Syndrom  
 
- besseres Ansprechen auf das Medikament 
Methylphenidat (Ritalin)  
(Arcos-Burgos et al. 2010, Hwang 
et al. 2015)  
(Bruxel et al. 2015) 
ELTD1 - Schlaganfälle in afrikanischen Amerikanern 
- Resistenz gegen Zecken bei Rindern  
(Carty et al. 2015) 
(Porto Neto et al. 2011) 
BAI3 - Schizophrenie (DeRosse et al. 2008) 
EMR1 - chronischer Periodontitis  
- Fieberanfälligkeit im Malariaverlauf in Kamerun  
- Migräne ohne Aura  
(Rhodin et al. 2014) 
(Apinjoh et al. 2014) 
(Jiang et al. 2015) 
GPR123 - Asthma (Tremblay et al. 2008) 
GPR124 - zerebrale arteriovenöse Fehlbildungen im Gehirn  (Weinsheimer et al. 2012) 
GPR125 - weibliche Fertilität von Nordic Red Rindern  (Hoglund et al. 2015) 
CELSR1 - ischämische Schlaganfälle in Japanern,  
- ischämische Schlaganfälle in Chinesen 
 
- ischämische Schlaganfälle in Portugiesen  
(Yamada et al. 2009) 
(Zhan et al. 2015, Zhang et al. 
2015) 
(Gouveia et al. 2011) 
CELSR2 - Veränderungen des Lipoproteinprofils  (Samani et al. 2008, Grallert et al. 
2012, Xu et al. 2013, Arvind et al. 
2014, Futema et al. 2015, Surakka 
et al. 2015) 
CELSR3 - Hirschsprung-Krankheit führt zur Ausprägung des 
Megakolons  
(Su et al. 2016) 
GPR126 - Periodontitis  
- Scoliose  
 
- menschlichen Körpergröße  
 
- Lungenfunktion  
(Kitagaki et al. 2016)  
(Kou et al. 2013, Giampietro 2015, 
Xu et al. 2015) 
(Soranzo et al. 2009, Liu et al. 
2010, Zhao et al. 2010) 
(Hancock et al. 2010, Soler Artigas 
et al. 2015) 
VLGR1 - metabolische Nebenwirkungen (Erhöhung der 
Hämoglobin A1C- und Glucose-Level) des 
antipsychotischen Medikaments Olanzapin  
- diastolischer Blutdruck in afrikanischen Amerikanern  
- Mineraldichte des Knochens von Mensch und Maus  
- Muskelkrämpfe 
(Adkins et al. 2011) 
 
 
(Fox et al. 2011) 
(Urano et al. 2012) 
(Mosley et al. 2014) 
 
Für den GPR133 wurden SNP im Genlokus mit der Körpergröße (Tönjes et al. 
2009), einer schnelleren Herzfrequenz (Marroni et al. 2009), dem Lipoproteinprofil (Kraja 




amyotrophen lateral Sklerose (Xie et al. 2014) assoziiert. Alle diese genetischen 
Variationen kommen in untranslatierten oder intronischen Regionen des gpr133-Gens 
vor. Ob es auch SNP in der kodierenden Region des gpr133 gibt, die mit einem Phänotyp 




1.7 Ziele und Fragestellungen 
Die Klasse der aGPCR wird erst seit kürzerer Zeit intensiv beforscht. Im Menschen 
werden 33 Vertreter dieser Klasse zugeordnet, die für diverse Funktionen in 
Immunabwehr, Tumorwachstum, Zellproliferation, Zellpolarität, und Myelinisierung 
verantwortlich sind (Hamann et al. 2015, Langenhan et al. 2016, Langenhan & 
Schöneberg 2016, Nijmeijer et al. 2016). Ein Vertreter aus der Gruppe V der aGPCR ist 
der GPR133. Für diesen konnte bereits die intrazelluläre Signaltransduktion geklärt 
werden, demnach signalisiert er über Gαs und Gαi (Bohnekamp & Schöneberg 2011, 
Gupte et al. 2012, Liebscher et al. 2013). Der GPR133 wurde mit diversen Phänotypen 
durch genomweite Assoziationsstudien verknüpft. Neben konstitutionellen Faktoren wie 
dem Körpergewicht und der Körpergröße sind auch Krankheits-assoziierte Merkmale 
wie Veränderungen im Lipoproteinprofil oder der Herzfrequenz mit natürlich 
vorkommenden Veränderungen des gpr133-Lokus verbunden. Ziel dieser Arbeit war, die 
funktionelle Relevanz von natürlich vorkommenden Veränderungen im GPR133 des 
Menschen zu untersuchen und zu klären, ob es Menschen mit Fehlfunktionen des 
GPR133 gibt. Dabei sollen folgende Fragen beantwortet werden: 
 
• Was sind essentielle strukturelle Bereiche des GPR133 für die 
Signaltransduktion? 
• Gibt es natürlich vorkommende SNP des GPR133, die zu einer 
Funktionsänderung führen? Können diese auf menschliche Phänotypen 
zurückgeführt werden? 
• Ist die Auftretenswahrscheinlichkeit genomischer Varianten des GPR133 
vergleichbar mit den „klassischen“ prototypischen GPCR?  
• Sind Mutationen in der kodierenden Region des GPR133 an bestimmten 
Positionen häufiger vertreten? Gibt es „hot spots“ im GPR133 für genetische 
Veränderungen? 
• Können aus den Ergebnissen der funktionellen Testung von natürlichen 
Mutationen am GPR133 Rückschlüsse auf die Struktur-Funktionsbeziehung 
gezogen werden? 
• Gibt es evolutionär hoch konservierte Sequenzmotive, die speziell für die Klasse 
der Adhäsions-GPCR sind? Wie häufig sind diese Bereiche durch natürlich 
vorkommende Varianten betroffen?  
 
Zur Beantwortung wurde zunächst eine Struktur-Funktionsanalyse durchgeführt und 




Datenbankenanalysen durchgeführt und exonische SNP identifiziert und (B) die 
Varianten funktionell untersucht. Schließlich wurden (C) die funktionellen Daten mit den 
strukturellen Informationen zu GPCR und aGPCR verglichen. Hierfür wurde ein 
Sequenzalignment über die aGPCR durchgeführt, welches neben humanen auch 
diverse Orthologsequenzen mit einbezog, um konservierte Bereiche und Positionen zu 
identifizieren. Dabei wurde ein für aGPCR adaptiertes Nummerierungssystem analog 





Material und Methoden 
2 Material und Methoden 
Im Folgenden werden zunächst die verwendeten Materialien und allgemeine 
Methoden dargestellt. Danach wird auf spezielle Methoden zur Klonierung und 
Mutagenese, Zellkultur, funktionellen Testung und Computer-basierter Analysen 
eingegangen. 
2.1 Labormaterialien und allgemeine Methoden 
Die Kunststoffmaterialien für Labor und Zellkultur wurden von Sarstedt (Nürnberg, 
Deutschland) und die Primer von Thermo Fisher Scientific (München, Deutschland) 
bezogen. Die Listen zu Laborgeräten, Standardsystemen, Chemikalien, Medien, Puffer 
und Lösungen befinden sich im Anhang.  
2.1.1 Verwendete Organismen 
E. coli DH5α (Life 
Technologies, Darmstadt) 
Genotyp: F-, φ80 dlac ZΔM15, Δ(lacZYA-argF) 
U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, mk+), 
phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
COS-7-Zellen (ATCC, Grüne 
Meerkatze, Niere), ECACC 
87021302 
Fibroblast, CV-1 Ursprung, mit SV40 transformiert 
HEK293T-Zellen (ATCC, 
Mensch, fötale Niere), ECACC 
12022001 
Fibroblast, mit SV40 transformiert, genetisch 
modifiziert (Amelogenin: X; CSF1PO: 11,12; 
D13S317: 12; D16S539: 9,13; D5S818: 8,9; 
D7S820: 11; THO1: 7,9.3; TPOX: 11; vWA: 16,19) 
2.1.2 Enzyme 
Alkalische Phosphatase InvitrogenTM, Life Technologies, Darmstadt 
SuperScript Reverse 
Transkriptase 
InvitrogenTM, Life Technologies, Darmstadt 
Taq-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Phusion High-Fidelity DNA 
Polymerase 
Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Restriktionsendonukleasen Fermentas, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-
Rot, New England Biolabs, Frankfurt am Main  
T4-DNA-Ligase Fermentas, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot 
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2.1.3 Antikörper 
Ratte monoklonal anti-HA-Tag, 
Peroxidase-gekoppelt, 3F10 
(25 μg) 
Roche Applied Science, Mannheim 
Maus monoklonal anti-FLAG®-
Tag, M2 (10 μg/ml) 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaninchen polyklonal anti-beta 
Actin (50 µg) 
Abcam, Cambridge 
Ziege polyklonal anti-





Zur Untersuchung des Aktivierungsmechanismus des GPR133 wurden Peptide 
unterschiedlicher Länge eingesetzt, die der Region nach der Spaltungsstelle in der GPS 
entsprechen (Liebscher et al. 2014). Die Peptide wurden von der Peptid Core Unit der 
Universität Leipzig hergestellt und lyophilisiert. 
Lösungsversuche in verschiedenen Substanzen (Ethanol, NaOH, Wasser, 
Dimethylsulphoxid (DMSO)) ergaben die Löslichkeit der verwendeten Peptide in DMSO. 
Daher wurden sie in 100 % DMSO als 100 mM Stock gelöst und in einem 50 mM Tris-
Puffer zu einer 10 mM Lösung verdünnt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.  
2.2 Alignment 
Um beurteilen zu können, welche Positionen im GPR133 evolutionär konserviert 
und daher von großer Bedeutung für das Protein sind, wurde ein Sequenzvergleich 
(Alignment) über verschiedene Orthologe des Rezeptors angefertigt. Dafür wurden die 
verschiedenen Orthologsequenzen in Klassen (Vögel, Fische, Reptilien und Amphibien) 
bzw. im Fall der Säugetiere in Stämme (Euarchontoglires, Laurasiatheria, Afrotheria und 
Xenarthra) unterteilt. Für die Konsensussequenzen wurde von einer Schwelle 
(Treshhold) von 50 % ausgegangen. Dabei wurden 11 Vögel-, 9 Fisch-, 6 Reptilien-, 
Xenopus tropicalis als Amphibien-, 24 Euarchontoglires-, 17 Laurasiatheria-, 6 
Afrotheria- und Dasypus novemcinctus als Xenarthra-Sequenz(en) verglichen. Die 
Accession Nummern der Sequenzen finden sich in Tab. A2. 
Um den Grad der Konservierung innerhalb der Klasse der aGPCR beurteilen zu 
können, wurde ein Alignment über alle aGPCR mit diversen Orthologsequenzen 
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(insgesamt 290 Sequenzen) angefertigt. Zur besseren Darstellbarkeit wurde im 
Anschluss für jede Subklasse der aGPCR ein Vertreter ausgewählt (Gruppe I: Lphn1, 
Gruppe  II: EMR1, Gruppe  III: GPR125, Gruppe  IV: CELSR1, Gruppe  V: GPR133, 
Gruppe  VI: GPR113, Gruppe  VII: BAI3, Gruppe  VIII: GPR56, Gruppe  IX: VLGR1). Für 
diesen wurden dann Sequenzen verschiedener Orthologe miteinander verglichen. Dabei 
wurden mindestens die Sequenzen von Mensch und Maus im Falle des GPR113 (als 
Vertreter der Gruppe  VI) verglichen, idealerweise durch die Sequenzen von Fischen, 
Vögeln, Reptilien, Amphibien (für die Vertreter der Gruppe  I, III, V, VII, IX) und zusätzlich 
weiteren Säugetieren (für die Vertreter der Gruppe  II, IV, VIII) ergänzt. Für jeden 
Vertreter wurde daraus eine Konsensussequenz (mit einer Schwelle von 50 %) erstellt. 
Zusätzlich wurden die Transmembranbereiche von vier beispielhaften humanen 
Sekretin-ähnlichen GPCR und dem humanen Rhodopsin verglichen. Die Accession 
Nummern der Sequenzen zur Generierung der Konsensussequenzen finden sich in 
Tab. A3.  
Mithilfe der BLOSUM62 Matrize wurden ähnliche und gleiche Positionen 
identifiziert. Alle Alignments wurden unter Verwendung von ClustalW in BioEdit 7.1.11 
(Hall 1999) erstellt. Die höchste konservierte Position für die aGPCR in der GPS und 
jeder der 7TM wurde als X.50 festgelegt (in Anlehnung an die Nummerierungssysteme 
für Rhodopsin-ähnliche (Ballesteros & Weinstein 1995) und Sekretin-ähnliche GPCR 
(Wootten et al. 2013). Dabei steht das X für die jeweilige Transmembrandomäne. Um 
auch Positionen in der GPS besser beschreiben zu können, wurde hier zusätzlich das 
Cystein zwei Positionen vor der Spaltungsstelle als höchstkonservierte Position mit C0.50 
festgelegt. Alle Aminosäuren wurden bezogen zur höchst konservierten Position 
benannt, so ist die Position direkt danach (in 3‘ Richtung) die X.51 während eine Position 
(in 5‘ Richtung) vor der höchsten Konservierung X.49 ist. Um den Vergleich mit der 
Sekretin-Klasse gewährleisten zu können, wird diese Arbeit im Folgenden, das neue 
Nummerierungssystem speziell für die aGPCR sowie nachfolgend das 
Nummerierungssystem nach Wootten für die Sekretin-Klasse als X.50wootten darstellen. 
2.3 Klonierung und Mutagenese 
Die in dieser Arbeit verwendeten GPR133-Konstrukte basieren auf der 
Mutagenese der etablierten Wildtypvarianten des Rezeptors wie von Bohnekamp und 
Schöneberg (2011) beschrieben. Die Rezeptoren wurden in den pcDps-Vektor (Bonner 
et al. 1988) eingefügt (Abb. A2). Dies ist ein Expressionsvektor für Säugetierzellen, der 
sowohl eine Multiple Cloning Site enthält, an der die cDNA der Rezeptoren eingebaut 
wird, als auch einen Simian Virus (SV) 40-Promotor, der für die Expression des Proteins 
in Säugerzellen hohe Relevanz hat (Abb. A2). Der pcDps Vektor besitzt zusätzlich eine 
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Ampicillin-Resistenz-Kassette, als spezifischen Selektionsdruck für die Bakterien. Alle 
Konstrukte sind mit einer Kozak-Sequenz 5‘ des Start-ATG versehen, die für das 
Ribosom das Startsignal gibt und so die Proteinbiosynthese beeinflusst (Kozak 1987).  
Der GPR133 wurde von Bohnekamp mit verschiedenen Markierungen versehen. Die 
Epitopmarkierung der Rezeptorproteine ist notwendig, um die Proteine an der 
Zelloberfläche und im Zytosol nachweisen zu können. Das humane Influenza 
Hämagglutinin (HA)- Epitop (YPYDVPDYA) wird für den Nachweis des Rezeptors in den 
Zellmembranen (im Oberflächen-ELISA, Vergleich 2.5.2) genutzt und das Flag-Epitop 
(DYKDDDDKI) wird zusammen mit dem HA-Epitop für den Nachweis der Rezeptoren in 
der gesamten Zelle genutzt (im Sandwich-ELISA Vergleich 2.5.1).  
Für einige Vertreter der Trace-Amin-assoziierten Rezeptoren (TAAR) konnte 2006 
eine Erhöhung der Oberflächenexpression durch die Verwendung der ersten 20 
Aminosäuren aus dem N-terminalen Bereich des bovinen Rhodopsins gezeigt werden 
(Liberles & Buck 2006). Dieser Effekt sollte ursprünglich für den GPR133 genutzt 
werden, daher wurde die Rho-Markierung (NGTEGPNFYVPFSNKTGVVR) direkt hinter 
das HA-Epitop gesetzt (Bohnekamp & Schöneberg 2011). Für die Untersuchung der 
natürlich vorkommenden nsSNP wurde die Rho-Markierung mittels einer Fragment-
Deletions-Strategie aus dem GPR133 Konstrukt wieder entfernt. Die verwendeten 
Primer sind in Tab. A1 zu finden. 
Die untersuchten Mutationen, Deletionen und nsSNP des humanen GPR133 
wurden mithilfe von ortsgerichteten Mutagenesestrategien kloniert. Dabei wurde für 
Mutationen von bis zu drei Basen das schnelle „Quick-Change“ Verfahren und für 
schwierige Mutationen, Doppelmutationen oder größere Deletionen eine 
Überlappungsstrategie mittels Overlap-PCR genutzt. Einer der untersuchten nsSNP 
verlängerte durch einen Frameshift das Protein um 78 Aminosäuren. Um diese 
frameshift-Mutation (C632fs) zu generieren, war es nötig die 3’ untranslatierte Region 
(UTR) der mRNA des GPR133 aus humanen Leukozyten neu zu klonieren und ein Flag-
Tag in den neuen Leserahmen direkt vor das neu entstandene Stopp-Codon zu setzen. 
Ein nsSNP (Q600Stopp) führte zu einem vorzeitigen Stopp-Codon in der Mitte des ICL1. 
Für diesen war es nötig, das Flag-Tag direkt vor das neue Stopp-Codon zu setzen.  
Das Primerdesign erfolgte unter Verwendung der Software SeqBuilder 
(Lasergene, DNAStar V7.1.0, Madison, USA) und Primer3 (Version 3.0.0). Die 
Mutationsprimer überschnitten sich für eine erfolgreiche Überlappung der Einzelstücke 
über die veränderte Basensequenz um mindestens 10 bp. Alle verwendeten Primer zur 
Mutationen-Generierung finden sich in der Tab. A1. 
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2.3.1 „Quick Change“ Verfahren  
Eine Möglichkeit zur Mutationserzeugung stellt das „Quick Change“ Verfahren dar. 
Dabei wird mittels Mutationsprimer auf ein bestehendes zirkuläres Plasmid (bestehend 
aus dem Wildtyp GPR133 und dem pcDps Vector) in einer PCR mit 12-18 Zyklen (je 
nach Aufwand der Veränderung: eine Base 12 Zyklen, 2-3 Basen 15 Zyklen und für 
Deletionen 18 Zyklen) die Mutation erzeugt. Besonderheiten einer „Quick Change“ PCR 
sind der hohe Einsatz der Polymerase (mit 1 µl pro PCR-Ansatz) und die verringerte 
Synthese-Temperatur von 68°C (Tab. 2).  
Tab. 2: Quick Change PCR-Reaktion 
dNTP (2,5 mM) 3 µl 98°C 0:30 min  
Phusion® Puffer (10x) 5 µl 98°C 0:20 min  
Phusion® Polymerase 1 µl 55°C 1 min   12-18  
Primer sense (10 μM) 2 µl 68°C 1:30 min/1 kb    Zyklen 
Primer antisense (10 μM) 2 µl 10°C ∞  
Template 0,05-0,1 µg    
Wasser Rest     
Gesamtvolumen  50 µl     
 
Im Anschluss wird das PCR-Produkt mit DpnI (37°C, 4 h) versetzt. DpnI ist eine 
Restriktionsendonuklease Typ II und erkennt „GATC“. Sie schneidet die DNA nur, wenn 
deren Adenin methyliert wurde. E. coli-Stämme mit einer dam-Methylase Aktivität 
können dies bewerkstelligen. Das Ursprungs-Plasmid wurde in DH5α produziert. Dieser 
Stamm besitzt die dam-Methylase. Daher werden die methylierten Adenine durch DpnI 
erkannt und das Ursprungs-Plasmid, das nicht durch eine PCR linearisiert wurde, wird 
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Abb. 5: Das „Quick Change“-Verfahren ermöglicht eine schnelle Mutagenese 
Die Abbildung entstand in Anlehnung an Smith 2007. 
 
Nach der Transformation (siehe Kapitel 2.3.3) erkennen die bakteriellen Enzyme 
die Überlappung der Sequenzen und fügen sie zusammen (Abb. 5). Nach Selektion auf 
die Ampicillin-Resistenz-Kassette als Teil des pcDps Vektors entstehen E. coli-Kolonien, 
die die Veränderung beinhalten. Zur Validierung wurden alle Mutationen durch 
Sequenzierung verifiziert (Sequence Laboratories Göttingen GmbH, Göttingen, 
Deutschland).  
Eine weitere Möglichkeit zur Generierung von Mutationen, Deletionen und 
Insertionen wird nachfolgend vorgestellt. 
2.3.2 DNA-Fragment-Überlappungsstrategie 
Bei der DNA-Fragment-Überlappungsstrategie wurden mutierte Bereiche in je zwei 
Teilstücken erzeugt, die an der Mutationsstelle miteinander überlappen, um dann in einer 
nächsten PCR das fusionierte Fragment zu erhalten. Die Teilstücke wurden durch eine 
Standard-PCR erhalten. Nach Validierung der Fragmentgröße mithilfe einer 
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Agarosegelelektrophorese wurde das entsprechende Gelstück ausgeschnitten und die 
DNA aus diesem durch Gel-Elution gereinigt. Anschließend wurden die beiden 
Teilstücke in einer zweigeteilten Overlap-PCR miteinander verbunden (Tab. 3). Dabei 
erfolgt in einem ersten Schritt innerhalb von 10 Zyklen das sogenannte „Annealing“, eine 
Anlagerung der überlappenden Fragmente, die als innenliegende Primer des jeweiligen 
DNA-Strangs fungieren. Im zweiten Teil der PCR wird die Länge der inzwischen 
verbundenen Fragmente mithilfe von außenliegenden Primern am äußeren Ende 
terminiert. Der nun verbundene Doppelstrang mit Punktmutation wurde durch eine 
Agarosegelelektrophorese validiert, das Gelstück ausgeschnitten und mit 30 µl Wasser 
eluiert.  
Tab. 3: zweigeteilte Overlap-PCR-Reaktion 
dNTP (2,5 mM) 1,5 µl 98°C 0:30 min  
Phusion® Puffer (10x) 5 µl 98°C 0:20 min  
Phusion® Polymerase 0,3 µl 60°C 1 min 10 Zyklen 
Eluat Teilstück 1 5 µl 72°C 1:30 min  
Eluat Teilstück 2 5 µl 72°C 10 min  
Wasser 7,2 µl 10°C ∞  
dNTP (2,5 mM) 1,5 µl 98°C 0:30 min  
Phusion® Puffer (10x) 5 µl 98°C 0:20 min  
Phusion® Polymerase 0,3 µl 60°C 1 min 30 Zyklen 
Primer sense (10 μM) 2 µl 72°C 1:30 min  
Primer antisense (10 μM) 2 µl 72°C 10 min  
Wasser 14,2 µl 10°C ∞  
 
Für die Ligation des mutierten Fragments der Überlappungs-PCR in den 
Wildtyprezeptor wurden die Eluate jeweils mit Restriktionsenzymen nach 
Herstellerangaben verdaut (Tab. 4). Jedes Enzym schnitt das Konstrukt einmal. Zur 
Vermeidung einer Religation wurden die Enden des als Vektor fungierenden Konstruktes 
mit einer alkalischen Phosphatase behandelt. Diese spaltet die Phosphorsäure-
monoester an den DNA-Enden ab. Die Fragmente wurden anschließend ihrer Größe 
nach im Agarosegel getrennt und mit 30 µl Wasser eluiert. Nun wurde das geschnittene 
Vektor-Plasmid mit dem geschnittenen PCR-Produkt („Insert“) verbunden. Dazu wurde 
ein Insert-Vektor-Verhältnis von 15:1 eingesetzt und durch Zugabe von 1 µl T4-Ligase 
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Tab. 4: Restriktionsverdau 
Restriktionsenzym 1 (5 U/μl) 1 µl 
Restriktionsenzym 2 (5 U/μl) 1 µl 
Alkalische Phosphatase / 1 µl 
NEB Buffer x (10x) 5 µl 
BSA (10x) (je nach Enzym) 5 µl 
Insert-Eluat 30 µl / 
Vektor-Eluat / 1 µg 
Wasser 8 µl auffüllen 
Gesamtvolumen 50 µl 
2.3.3 Transformation 
 Es folgte eine Transformation der Plasmide in chemisch kompetente E. coli des 
Stammes DH5α. Zu diesem Zweck wurde der Ligationsmix bzw. der DpnI-Verdau zu den 
auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 
einem 30-sekündigen Hitzeschock bei 42°C (Aufnahme der DNA) wurden die Bakterien 
mit S.O.C. Medium versetzt und für eine Stunde bei 37°C und 270 rpm geschüttelt. 
Während dieser Zeit regenerieren sich die Zellen und beginnen sich zu teilen. Nun 
wurden 150 µl der Zellsuspension auf Ampicillin-Agar-LB-Platten (Luria Broth und Agar, 
versetzt mit 75 μg/ml Ampicillin) ausgestrichen. Diese inkubierten dann 16 bis 18 
Stunden bei 37°C im Trockenschrank.  
 Zur Bestimmung der Religationsrate und als Ligationskontrolle wurde der 
geschnittene Vektor anstelle der DNA mit Wasser versetzt. Bilden sich nun Klone auf 
der Kontrollplatte, hat sich der Vektor religiert. Zur Kontrolle der Quick-Change wurde 
DpnI verdauter Wildtyprezeptor transformiert. Bilden sich hier Klone war der 
Enzymverdau nicht suffizient. Dann wurde der Versuch unter optimierten Bedingungen 
wiederholt.  
Die Validierung der eingeführten Mutationen erfolgte schließlich mittels 
Sequenzierung (SeqLab, Göttingen, Deutschland).  
2.4 Zellkultur und Transfektion 
Für die Untersuchungen zum GPR133 wurden verschiedene etablierte 
Fibroblasten-Zelllinien genutzt. Die COS-7-Zellen wurden 1981 aus Nierengewebe der 
Grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops) gewonnen. Sie wurden mit dem SV-40 
stabil transfiziert und bilden deshalb das T-Antigen. Die HEK293T-Zelllinie sind humane 
embryonale Nierenzellen, die in den 1970er Jahren durch Transformation mit der DNA 
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vom Adenovirus 5 entstanden sind. Sie exprimieren weiterhin das SV40-T-Antigen. 
Diese Zelllinien sind besonders gut für Transfektionsexperimente geeignet, bei denen 
Vektorsysteme, die auf das Vorhandensein des T-Antigens aufbauen, fremde DNA in 
die Zellen einbringen. Der pcDps ist ein solches Vektorsystem (Abb. A2). Er besitzt einen 
SV40-Promotor, sodass die DNA abgelesen und das Protein gebildet werden kann. 
Die COS-7- bzw. HEK293T-Zellen wurden in 1x Gibco® Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM), versetzt mit 10 % fötalem Rinderserum (FBS), Penicillin 
(100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml), kultiviert. Einen Tag vor der Transfektion 
wurden die Zellen mit 1x Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen und mit 
Trypsin/Ethylendiamintetraessigsäure (0,05% Trypsin, 1x EDTA) vom Boden gelöst. Für 
die cAMP-Akkumulations- und Oberflächen-ELISA-Versuche wurden 30*104 Zellen pro 
Well in 48-Well-Platten, für die IP-Assay wurden 11*105 Zellen in 12-Well-Platten und für 
die Sandwich-ELISA-Versuche wurden 35*105 Zellen pro Well in 6-Well-Platten 
ausgesetzt. 
Die nun adhärenten COS-7- bzw. HEK293T-Zellen wurden einen Tag nach dem 
Aussetzen (mit einer Konfluenz von 80 %) mit der Rezeptor-DNA transient transfiziert. 
Dafür bekamen die Zellen zunächst anstelle des Vollmediums ein minimal essentielles 
Medium: Opti-MEM®. Die DNA wurde zeitgleich in Opti-MEM® versetzt mit 
Lipofectamin™2000 gegeben. Lipofectamin™2000 dient dabei dem Transport der DNA 
durch die Plasmamembranen. Es umhüllt die DNA und bildet ein sogenanntes Liposom. 
Es kann an die Membranoberfläche binden, da es durch Kationen positiv geladen ist. 
Die Transfektion der Zellen ist beendet, wenn die DNA-Lipofectamin™-Komplexe nach 
vier bis sechs Stunden zerfallen sind. Im Anschluss spätestens jedoch nach 12 Stunden 
wird den Zellen frisches Medium bereitgestellt. 
Für alle Experimente diente das grün-fluoreszierende-Protein (GFP) als Kontrolle 
für eine erfolgreiche Transfektion. Zellen, die die transfizierte DNA von GFP in Protein 
umgeschrieben und gebildet haben, fluoreszieren grün unter UV-Licht. Die Anzahl der 
grün-fluoreszierenden Zellen (= Menge an gebildetem Protein) unter UV-Licht bezogen 
auf die Gesamtzahl der Zellen war ein Maß für die Transfektions-Effizienz und durfte 
70 % nicht unterschreiten.  
2.5 Funktionelle Untersuchung 
Diese Arbeit fokussiert sich auf die Signaltransduktion verschiedener Varianten 
des GPR133. Dafür wurden die Plasmide in den Zelllinien COS-7 bzw. HEK293T 
transfiziert. Um zu zeigen, dass die Plasmide zu funktionellen Proteinen translatiert 
werden, wurde ein Sandwich-ELISA (Kapitel 2.5.1) durchgeführt. Ein Oberflächen-
ELISA (Kapitel 2.5.2) analysiert die Plasmamembranexpression. Die Untersuchung der 
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Signaltransduktion erfolgt durch die Messung des sekundären Botenstoffs cAMP 
(Kapitel 2.5.3) und durch die Aktivität der Reportergene (Kapitel 2.5.4) CREB-vermittelter 
Luziferasen bzw. CRE-vermittelter sekretierten alkalischen Phosphatasen (SeAP). Die 
Fähigkeit der Rezeptoren innerhalb der GPS autoproteolytisch gespalten zu werden, 
wurde mittels Western Blot analysiert (Kapitel 2.5.5). 
2.5.1 Sandwich-ELISA 
Für den Nachweis von Proteinen in der gesamten Zelle wurde ein Sandwich-
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) durchgeführt. Dafür wurden die COS-7-
Zellen zwei Tage nach der transienten Transfektion mit Versene (siehe Pufferverzeichnis 
im Anhang) abgelöst, in 1x PBS geerntet und für 5 min bei 13 000 rpm zentrifugiert. Um 
die Zellen anschließend zu lysieren, wurde das Pellet mit Lysis-Puffer (siehe 
Pufferverzeichnis im Anhang) versetzt und über Nacht bei 4°C über Kopf geschüttelt. 
Am selben Tag wurden die NUNC MaxiSorp™ Platten (Sigma-Aldrich, Darmstadt) für 
die Antikörperbeschichtung über Nacht vorbereitet. Dafür wurde der polyklonale Anti-
Flag-Antikörper in Coating-Puffer (siehe Pufferverzeichnis im Anhang) in die Testwells 
eingefüllt.  
Das Lysat wurde für 10 min bei 13 000 rpm zentrifugiert, um die Zellreste 
abzutrennen. Der Überstand wird mit PBS-T (0,05 % Tween-20 in 1x PBS) versetzt. 
Tween-20 ist ein nichtionisches Tensid, das genutzt wird, um Membranproteine in nativer 
Form aus der Membran zu lösen, da es die Proteine nicht zerstört. Die Antikörper-
Lösung wurde abgesaugt und die Platte dreimal mit PBS-T gewaschen. Anschließend 
wurden unspezifische Bindungen durch die Zugabe von DMEM versetzt mit 10 % FBS 
für 1 h blockiert. Nachdem die Platten erneut dreifach mit PBS-T gewaschen wurden, 
wurde das Solubilisat in Dreifachbestimmung auf die Antikörper-beschichtete Platte 
gegeben. Nun bindet der Antikörper innerhalb der einstündigen Inkubationszeit an das 
Flag-Epitop der Probe. Die Lösung wurde anschließend abgesaugt und die Platte 
dreimal mit PBS-T gewaschen. Nun wurde der zweite Peroxidase-gekoppelte 
monoklonale anti-HA-Antikörper (1:1000) in PBS-T gelöst dazugegeben. In der 
einstündigen Inkubationszeit bildet sich ein Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex. 
Diese „Sandwich“-artige Komplexbildung ist für die Namensgebung verantwortlich. Nach 
dem Absaugen der Antikörperlösung wurde dreimal mit PBS-T gewaschen. 
Die Reaktion wurde durch die Zugabe von H2O2 und o-Phenylendiamin (OPD) als 
Substrat und Chromogen (2,5 mmol/l jeweils in 0,1 mol/l Phosphat/Citrat-Puffer, pH 5,0) 
gestartet. Die Reaktion wurde nach spätestens 20 min je nach Farbintensität der 
Positivkontrolle durch Zugabe von 1 mol/l HCl gestoppt. Der Farbumschlag nach gelb-
rot wurde bichromatisch bei 492 nm und 620 nm (Referenzwellenlänge, die mögliche 
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Trübungseffekte abzieht) im Mikrotiterplatten-Lesegerät gemessen. Je mehr Antikörper 
über die HA- und Flag-Tags an die Proben gebunden haben, desto intensiver ist die 
Farbe. Dies ist ein Äquivalent für die Gesamtzellexpression der Rezeptoren.  
Als Kontrollen für die Totalexpression diente in jedem Versuch der, durch seine 
gute Expression bekannte (Zhong et al. 2004, Schmidt et al. 2013) humane P2Y12 
(versehen mit einem N-terminalen HA- und mit einem C-terminalen Flag-Epitop) als 
Positivkontrolle und der pcDps-Leervektor als Negativkontrolle. 
2.5.2 Oberflächen-ELISA 
Für den Nachweis von membranständigen Rezeptoren an der Zelloberfläche 
wurde ein direkter ELISA durchgeführt. Dafür wurden die COS-7-Zellen zwei Tage nach 
der Transfektion mit 4 % Formaldehyd in H2O mindestens 20 min fixiert und 
anschließend mit 1x PBS dreimal gewaschen. Durch Zugabe von DMEM versetzt mit 
10 % FBS für ca. eine Stunde wurden unspezifische Bindungen blockiert. Nach dem 
dreifachen Waschen mit 1x PBS wurden die Proben mit dem Peroxidase-gekoppelten 
monoklonalen anti-HA-Antikörper (1:1000) inkubiert. Die Peroxidasereaktion wurde 
durch die Zugabe von H2O2 und o-Phenylendiamin (OPD) als Substrat und Chromogen 
(jeweils 2,5 mmol/l in 0,1 mol/l Phosphat/Citrat-Puffer, pH 5,0) gestartet. Nach 
spätestens 20 min je nach Farbintensität der Positivkontrolle wurde sie durch Zugabe 
von 1 mol/l HCl gestoppt. Der Farbumschlag nach gelb-rot wurde bichromatisch bei 
492 nm und 620 nm im Mikrotiterplattenlesegerät ermittelt. Je mehr Antikörper an dem 
HA-Epitop gebunden haben, desto intensiver ist die Farbe, wodurch es ein Äquivalent 
für die Oberflächenexpression der Rezeptoren darstellt.  
Als Kontrollen für die Membranständigkeit diente in jedem Versuch der humane 
P2Y12 (versehen mit einem N-terminalen HA- und mit einem C-terminalen Flag-Epitop) 
als Positivkontrolle und der pcDps-Leervektor als Negativkontrolle. 
2.5.3 cAMP-Akkumulationsmessung  
Zwei Tage nach der Transfektion mit 0,5 µg/Well einer 48-Well-Platte wurden alle 
Zellen mit 1 mM 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)-versetztem DMEM für eine Stunde 
inkubiert. IBMX ist ein Phosphodiesterase-Hemmer, also eine Substanz, die den Abbau 
von cAMP verhindert. Damit ist es möglich, das gesamte, innerhalb eines definierten 
Zeitraums gebildete cAMP zu akkumulieren. Als Positivkontrolle diente der pcDps-
Leervektor mit Forskolin (10 μM) stimuliert. Dieses Diterpen aktiviert direkt 
Adenylylzyklasen und geht mit einer Erhöhung der intrazellulären cAMP-Spiegel einher. 
Abschließend wurden die Zellen in eiskaltem LI-Puffer lysiert und für mindestens eine 
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halbe Stunde eingefroren. Danach kann die Konzentration des cAMP in einem indirekten 
photometrischen Messverfahren (Alpha Screen®) bestimmt werden.  
Hierfür wurden die lysierten Proben mit dem „Akzeptor-bead“ versetzt. Dieser 
besitzt Antikörper gegen cAMP und kann während der 30 minütigen Inkubation das 
gebildete cAMP binden. Anschließend wurde der „Donor-bead“ hinzugefügt, welcher 
über Streptavidin biotinyliertes cAMP gebunden hat. Sind cAMP-Bindungsstellen des 
„Akzeptors“ unbesetzt, verbindet sich dieser nun in einer weiteren einstündigen 
Inkubation mit dem „Donor“ über das biotinylierte cAMP. Diese räumliche Nähe wurde 
im Fusion™ α-FP detektiert. Die Anregung des „Donors“ mit rotem Licht bei 680 nm führt 
zu einem Energietransfer in Form eines Singulett-Sauerstoffs (*O2), sofern die 
Entfernung zwischen Donor und Akzeptor nur 200 nm beträgt. Der durch *O2 angeregte 
„Akzeptor“ emittiert dann grünes Licht (520 nm). Haben die Zellen wenig cAMP gebildet, 
bindet der Donor über Streptavidin das biotinylierte cAMP, das wiederum mit dem 
Akzeptor verbunden ist, und es wird eine hohe Emission detektiert. Wurde viel cAMP 
gebildet, bindet der Akzeptor das endogen gebildete cAMP und nicht das biotinylierte 
cAMP. Dadurch sind Donor und Akzeptor nicht nah genug beieinander, um den *O2-
Energietransfer zu gewährleisten, weshalb die gemessene Emission kleiner ist. 
 Die Nutzung einer zwölfteiligen Eichkurve mit bekannten, logarithmisch 
ansteigenden cAMP-Konzentrationen erlaubt die Quantifizierung der cAMP-
Konzentrationen in den gemessenen Proben.  
2.5.4 Reportergen-Tests 
Für die SeAP-Untersuchungen wurden HEK293T-Zellen mit 3*104 Zellen im 
96-Well-Format ausgesetzt und 24 h später mit Lipofectamin™2000 mit jeweils 75 ng 
Rezeptor-DNA und 75 ng CRE-SeAP-DNA (Takara Bio Europe AS, Saint-Germain-en-
Laye, France) transfiziert. Bei erfolgreicher Transfektion (≥80 % grün-fluoreszierender 
Zellen) wurden weitere 24 h danach die HEK293T Zellen mit serumfreiem DMEM für 5 h 
bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphäre inkubiert. Bei einer Aktivierung des 
Reporterelements oder Transkriptionsfaktors wird die alkalische Phosphatase vermehrt 
gebildet und durch die sekretorische Einheit in das Medium abgegeben. Anschließend 
wurden die endogen gebildeten alkalischen Phosphatasen für 2 h bei 60°C zerstört. Die 
künstlich eingeführte SeAP ist hitzestabil und verbleibt daher im Medium. Dieses wurde 
dann eins-zu-eins mit dem SEAP-Puffer (siehe Pufferverzeichnis im Anhang) vermischt 
und 60 min unter Ausschluss von Licht inkubiert. Die Fluoreszenz des 
4-Methylumbelliferyl-Phosphats wurde bei 360 nm angeregt und die Emmission bei 
449 nm im Victor™ Plattenlesegerät detektiert.  
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Für die CREB-Luziferase-Assays wurden HEK293T-Zellen mit jeweils 50 ng 
Rezeptor-DNA und 50 ng CREB-Luziferase Plasmid (PathDetect trans-reporting system) 
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen im 96-Well-Format für 5 h in DMEM 
mit Zusatz von 0,5 % FBS und 1 % DMSO als Kontrolle beziehungsweise mit 500 µM 
p13 (enthält auch 1 % DMSO) stimuliert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 
1x PBS mit MgCl2, CaCl2 gewaschen, bevor sie mithilfe des steadylite plus™ Reagenz 
lysiert und 15 min im Dunkeln bei 600 rpm gerüttelt werden. Die Lumineszenz wurde 
anschließend im Victor™ Plattenlesegerät detektiert. 
2.5.5 Western Blot  
Für die Proteinreinigung wurden COS-7-Zellen in kleinen Flaschen T-25 (25 cm2) 
ausgesetzt und 24 Stunden später mit 6 µg DNA mittels Lipofectamin™2000 transfiziert. 
Weitere 48 Stunden später konnten die Zellen geerntet werden. Dafür wurden die Zellen 
zunächst auf Eis gesetzt und einmal mit kaltem 1x PBS gewaschen. Für die Lyse der 
Zellen wurde dann RIPA-Puffer mit cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail versetzt, auf 
den Zellen verteilt, um diese anschließend mittels Zellschaber zu lösen. Das Solubilisat 
wurde dann in Reaktionsgefäße überführt, erst 30 min bei 4°C über Kopf geschüttelt und 
dann 20 min bei 4°C und 12 000 rpm zentrifugiert. Der Überstand beinhaltet dann die 
gewünschte Proteinlösung, die wiederum in frische Reaktionsgefäße überführt wurde. 
Die Proteinkonzentration wurde mittels Nanodrop® bei 280 nm bestimmt und die 
Proteinlösung zur kurzzeitigen Lagerung bei 20°C eingefroren.  
Um die Proteine einer Lösung der Größe nach zutrennen wurde eine 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet. Dafür 
wurde zunächst ein 10 %iges Trenngel (Tab. 5) gegossen und 30 min polymerisieren 
gelassen. Obenauf wurde ein 4 % Sammelgel (Tab. 5) gegossen, der Probenkamm 
eingesetzt und für eine Stunde polymerisiert. Für die SDS-PAGE wurden die Proteine 
vorbereitet. Dafür wurden 60 µg der Proteinlösung mit 4x Laemmli-Puffer (siehe 
Pufferverzeichnis im Anhang) versetzt und für 5 Minuten bei 95°C gekocht. Das Gel 
wurde in die Kammer (Bio Rad, 0,75 mm Spacer) eingesetzt, mit 1x Laufpuffer versetzt 
und die Proben in die Taschen eingefüllt. Anschließend lief die SDS-PAGE bei 200 V 
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Tab. 5: Herstellung der Gele für die SDS-PAGE 
 Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %) 
Acrylamid 10 % 4 % 
Trenngelpuffer 2 ml / 
Sammelgelpuffer / 0,5 ml 
SDS (10 %) 80 µl 20 µl 
TMED 6 µl 2 µl 
Ammoniumpersulfat (10 %) 430 µl 13 µl 
Gesamtvolumen ad 8 ml ad 2 ml 
TMED: N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin 
Um die der Größe nach aufgetrennten Proteine auf eine Membran zu übertragen, 
wurde ein Western Blot durchgeführt. Zunächst wurden Filter und die Polyvinylidene 
Difluoride Membran im Transferpuffer (siehe Pufferverzeichnis im Anhang) eingelegt. 
Dann wurden – von unten nach oben - zwei Filter, die Membran, das SDS-Gel aus der 
SDS-PAGE, mit zwei Filtern geschichtet und im Blotgerät bei 300 V, 180 mA für 45 min 
geblottet. Im Anschluss konnte die Membran mit Ponceau-Rot vorübergehend angefärbt 
werden, um die Banden des Markers hervorzuheben. Mit Wasser wurde die Membran 
wieder entfärbt. Im Anschluss wurde die Membran in 1 % Magermilchpulver-haltigem 
TBS eingelegt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Dann wurde die 
Membran mit dem jeweiligen Antikörper inkubiert. So wurde der Anti-HA-Peroxidase 
(POD)-gekoppelte Antikörper 1:1000 über Nacht bei 4°C genutzt oder primär ein 
Kaninchen Anti-β-Actin 1:1000 und sekundär ein horseradish-POD–gekoppelter Anti-
Kaninchen IgG Antikörper der Ziege 1:3000. Im Anschluss wurde die Membran mit TBS-
T gewaschen. Zur Detektion wurde SuperSignal™ West Pico Chemilumineszenz-
Substrat genutzt und in einem enhanced chemiluminescence Detektionssystem 
aufgenommen. 
2.6 Datenbankanalyse nach Einzelnukleotidpolymorphismen 
In der NCBI Datenbank für Einzelnukleotidpolymorphismen (dbSNP) (Sherry et al. 
2001) wurden nicht-synonyme SNP (nsSNP) im humanen GPR133 gefunden. Die 
dbSNP Datenbank kombiniert die Ergebnisse aus den folgenden Projekten: 
1000Genomes (Abecasis et al. 2012), Exom-Sequenzierungsprojekten (wie NHLBI-ESP 
(Tennessen et al. 2012), ClinSeq Project (Biesecker et al. 2009)), die humane Haplotype 
Map (HAP-Map (Altshuler et al. 2010)) sowie kleinere Sequenzierungsprojekte (z.B. 
Exome, Illumina Chip). Ein neuer nsSNP (A446V) konnte durch ein Exom-
Sequenzierungsprojekt (Kim et al. 2012) gefunden werden. Das Exom-
Sequenzierungsprojekt sollte die Körpergröße beeinflussende Veränderungen 
identifizieren. Die Variante wurde ebenfalls in die Untersuchung eingeschlossen.  
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2.7 Datenauswertung und Statistik 
Die vorliegenden Daten wurden in Dreifachbestimmung erhoben und stammen 
jeweils aus mindestens drei voneinander unabhängigen Experimenten. Alle 
Aminosäurepositionen basieren auf der Wildtyp GPR133 Sequenz NP_942122.2. Um 
die Frage zu beantworten, ob sich eine Mutation auf die Rezeptorfunktion oder 
Expression auswirkt, wurden die Daten nach Normalisierung zur „Mock“-Transfektion 
(mit dem pcDps-Leervektor) prozentual zur Wildtyp-Rezeptor (wt)-Funktion und 
Expression in jedem Test gesetzt. Mutanten-Daten wurden mit dem zweiseitigen 
ungepaarten t-Test auf signifikante Unterschiede zum Wildtyp getestet. Um statistisch 
signifikante Aktivierungen hervorgerufen durch Nutzung eines synthetischen 
Peptidagonisten zu untersuchen, wurde eine zweifaktorielle (two-way) Varianzanalyse 
(ANOVA) mit anschließender Bonferroni-Korrektur angewendet. Werte mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % wurden dabei als signifikant eingestuft. 
Die verwendeten statistischen Methoden werden unter den jeweiligen Abbildungen 
beschrieben. Die statistische Auswertung sowie die grafische Darstellung der 
vorliegenden Daten erfolgte unter Verwendung von GraphPad Prism 5.01 (GraphPad 





3.1 Struktur-Funktionsanalyse des GPR133  
Basierend auf den Beobachtungen, dass CTF-Mutanten konstitutiv aktiv sind, und 
eine weitere Deletion der verbleibenden GPS-Anteile am GPR126 zum Verschwinden 
der Daueraktivität führen (Liebscher et al. 2014), wurde geschlussfolgert, dass aGPCR 
eine gebundene agonistische Sequenz im N-terminalen Bereich des CTF tragen 
könnten. Um zu zeigen, dass dies nicht nur ein einzelner Befund ist, wurden anhand des 
GPR133 ähnliche Mutagenesestudien durchgeführt. 
3.1.1 N-terminale Deletionsmutanten und deren Funktion im GPR133  
Um einen Überblick über die Beteiligung der verschiedenen funktionellen 
Domänen im N-Terminus des GPR133 zu erhalten, wurden verschiedene Mutanten 
erzeugt: u.a. das Entfernen der Pentraxin-Domäne („ΔPTX“), die Deletion des NTF bis 
zur Spaltungsstelle („CTF“), und die Wegnahme des NTF inklusive der GPS 
(„CTFΔGPS“) (Abb. 6A und B). Da die Oberflächenexpression durch Deletion des NTF 
stark beeinträchtigt wurde, wurde der N-Terminus des humanen P2Y12 N-terminal mit 
der trunkierten Variante fusioniert (Abb. 6A) – dieser weist eine reproduzierbar gute 
Oberflächenexpression auf (Zhong et al. 2004, Schmidt et al. 2013), und eine 
Fusionierung wurde bereits erfolgreich am GPR126 eingesetzt (Liebscher et al. 2014).  
Die Gesamtzellexpression der getesteten Deletionsmutanten unterschied sich 
nicht mit dem des wildtypischen Rezeptors (Abb. 6B). Die Wegnahme von der 
strukturellen Determinante im NTF des GPR133 (Deletion der PTX-Domäne, ΔPTX) 
führte zu signifikant reduzierten Basalaktivitäten von etwa 35 % gemessen als cAMP-
Akkumulation bei ebenfalls verringerter Membranexpression (Abb. 6B). Das Einkürzen 
bis zu der Spaltstelle in der GPS (CTF) führte im GPR133 zu einer signifikanten 
Aktivierung der Signalfunktion (Abb. 6A und B). Gleichzeitig schien dieser nicht mehr in 
die Membran transportiert zu werden. Die Fusion mit dem N-Terminus des P2Y12 (P2Y12-
CTF) verbesserte die Oberflächenexpression bis zu 50 % der wildtypischen Rezeptor-
Oberflächenexpression und stimulierte aufgrund dessen die cAMP-Signalkaskade 






Abb. 6: Das N-terminale Verkürzen des GPR133 beeinflusst sowohl die intrazelluläre cAMP-vermittelte 
Signalweiterleitung als auch die Expression 
(A) Die untersuchten Varianten sind schematisch dargestellt mit den Elementen: Signalpeptid (SP), 
Hämagglutinin-Tag (HA), dem Rhodopsin-Tag (Rho), Pentraxin-Domäne (PTX), der GPCR 
autoproteoylsis inducing domain (GAIN) mit den Subdomänen A und B (sub A und B) inklusive der 
GPCR proteolysis site (GPS), den sieben Transmembrandomänen (I-VII) und dem C-terminalen Flag-
Tag (Flag). (B) Die cAMP Akkumulation und Expression in COS7 Zellen wurde 48 h nach Transfektion 
ermittelt (bis auf ΔPTX veröffentlicht in Liebscher et al. 2014). Als Negativkontrolle diente der pcDps-
Leervektor (cAMP Level: 3,68 ± 2,54 nM, Oberflächenexpression: 0,03 ± 0,03 OD492 nm, 
Totalexpression: 0,08 ± 0,04 OD492 nm) und wurde für jeden Versuch 0 % gesetzt. Der Wildtyprezeptor 
wurde in jedem Versuch 100 % gesetzt (wt, cAMP Level: 18,04 ± 4,29 nM, Oberflächenexpression: 
1,49 ± 0,26 OD492 nM, 2,55 ± 0,45 OD492 nm). Alle Versuche wurden in mindestens drei unabhängigen 
Experimenten in Triplikaten durchgeführt und mit dem zweiseitigen ungepaarten t-Test mit *p ≤ 0,05; 
**p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 mit der Wildtyp-Rezeptor-Aktivität oder Expression auf signifikante 






Nach Entfernung der verbleibenden 12 Aminosäuren des GPS-Restes ist das 
cAMP-Signal nicht mehr vorhanden (Abb. 6A und B). 
 
Um herauszufinden ob dieses Phänomen an bestimmte Positionen des C-
terminalen Teils der GPS geknüpft ist, wurde ein Alanin-Scan durchgeführt (Abb. 7). Es 
wurden die Positionen +1 (T545), +2 (N546), +3 (F547), +6 (L550), +7 (M551) und +10 
(V554) nach der Spaltungsstelle durch Alanin in der daueraktiven P2Y12-CTF-Mutante 
ersetzt. Ebenfalls wurden die Positionen +6 und +7 als Doppelmutation (L550A, M551A) 
erzeugt. Diese Konstrukte wurden anschließend in COS-7-Zellen auf cAMP-
Akkumulation und Expression getestet (Abb. 7). Dabei fiel auf, dass die Daueraktivität 
durch einen Alanin-Austausch an +1 (T), +2 (N) und +10 (V) noch gegeben war, während 
die Aktivität durch eine Alanin-Substitution an +3 (F) und +7 (M) auf Wildtyp-Niveau abfiel 
und bei der Doppelmutation von +6 (L) und +7 (M) sowie +6 (L) bereits die Basalaktivität 
des Rezeptors auf 4 % bzw. 33 % der Wildtypaktivität abfiel (Abb. 7). Der Vergleich der 
aGPCR zeigte, dass diese Stellen besonders hoch konserviert sind (Araç et al. 2012, 
Liebscher et al. 2014). Daher wurde postuliert, dass die ersten 7 Aminosäurepositionen 
nach der Spaltstelle von entscheidender Bedeutung für die Aktivierung der aGPCR sind 







Abb. 7: Alanin-Scan des C-terminalen Teils der GPS 
Die cAMP-Akkumulation und Expression in COS-7-Zellen wurde 48 h nach Transfektion ermittelt. Als 
Negativkontrolle diente der pcDps-Leervektor (cAMP Level: 3,68 ± 2,54 nM, Oberflächen-expression: 
0,03 ± 0,03 OD492 nm, Totalexpression: 0,08 ± 0,04 OD492 nm) und wurde für jeden Versuch 0 % gesetzt. 
Der Wildtyprezeptor wurde in jedem Versuch 100 % gesetzt (wt, cAMP Level: 18,04 ± 4,29 nM, 
Oberflächenexpression: 1,49 ± 0,26 OD492 nM, 2,55 ± 0,45 OD492 nm). Alle Versuche wurden in 
mindestens drei unabhängigen Experimenten in Triplikaten durchgeführt und mit dem zweiseitigen 
ungepaarten t-Test mit *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 mit der Wildtyp-Rezeptor Aktivität oder 
Expression auf signifikante Unterschiede verglichen. Die Daten sind als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben (mit Ausnahme der Doppelmutation veröffentlicht in Liebscher et al. 
2014).  
3.1.2 Der GPR133 kann durch ein synthetisches Peptid aktiviert werden  
Nachdem festgestellt werden konnte, dass ebenfalls GPR133 CTF-Konstrukte hoch 
aktiv sind (Abb. 6, vgl. Kapitel 1.4) und durch die Entfernung der restlichen GPS oder 
durch Alanin-Mutationen an spezifischen Positionen diese Aktivität komplett nivelliert 
wird (Abb. 7), entstand die Vermutung, dass die Sequenz nach der Spaltungsstelle des 





Abb. 8: Peptide äquivalent der C-terminalen Region der GPS des GPR133 aktivieren dessen inaktive 
Variante P2Y12-CTFΔGPS  
Die Zugabe von 1 mM Peptiden mit unterschiedlicher Länge, der Sequenz nach der Spaltungsstelle 
des GPR133 nachempfunden, zeigten agonistische Fähigkeiten gemessen im cAMP 
Akkumulationstest. Den größten agonistischen Effekt zeigte ein 13 Aminosäure langes Peptid (p13). 
Als Negativkontrolle diente der nicht stimulierte pcDps-Leervektor (EV: 3,6 ± 0,8 nM, n = 3). Die Daten 
sind angegeben als Mittelwert ± Standardfehler (veröffentlicht in Liebscher et al. 2014). 
 
Um dies zu untersuchen, wurde eine Peptidbibliothek für den GPR133 hergestellt 
und im cAMP-Akkumulationstest zunächst auf der inaktiven Deletionsmutante 
P2Y12-CTFΔGPS getestet. Abb. 8 zeigt den Peptidscreen für Peptide von einer Länge 
von 4 bis 19 Aminosäuren. Alle Peptide wurden mit 1 mM auf transfizierten COS-7 
getestet. Da die Peptide mithilfe von DMSO gelöst wurden, erhielten die peptidfreien 
Kontrollen die entsprechende DMSO-Konzentration ebenfalls. Die höchste 
Aktivierbarkeit wurde durch ein 13-Aminosäure-langes Peptid (p13) erreicht, welches 
direkt analog zur Spaltungsstelle (T545) in der GPS beginnt und eine Aminosäure nach 
der annotierten GPS endet (E557, Abb. 8). 
In einer Konzentrationswirkungskurve sollte anschließend die Potenz und 
Effizienz von p13 charakterisiert werden (Abb. 9). Es konnte gezeigt werden, dass das 
p13 nicht nur die inaktive Deletionsmutante aktivieren kann, sondern auch den 
Volllängenrezeptor. Das Ermitteln der mittleren effektiven Wirkungskonzentration (EC50) 
sowie der maximalen Effizienz war nicht möglich, da selbst bei einer Konzentration von 




sichtbar war. Weitere Konzentrationssteigerungen waren aufgrund der notwendigen 
Mengen an DMSO nicht sinnvoll. Daher kann für p13 lediglich eine EC50 von >400 µM 
angenommen werden. Die niedrige Affinität des agonistischen Peptides kann durch die 
im nativ gebundenen Zustand des Agonisten vorhandene 1:1 Stöchiometrie erklärt 
werden (Liebscher et al. 2014).  
 
Abb. 9: Konzentrationswirkungsanalyse von p13  
Nach Stimulation der inaktiven Deletionsmutante P2Y12-CTFΔGPS und des Volllängenrezeptors 
GPR133 mit ansteigenden Konzentrationen des p13 in COS-7-Zellen wurde ein EC50-Wert von 
> 400 µM abgeschätzt. Die Daten sind als x-faches über dem nicht stimulierten pcDps-Leervektor (EV: 
2,9 ± 0,2 nM, n = 3) dargestellt. Die Daten sind angegeben als Mittelwert ± Standardfehler 
(veröffentlicht in Liebscher et al. 2014). 
 
Um zu untersuchen, ob das p13 den GPR133 spezifisch aktivieren kann, wurden 
der humane GPR133 (wt) sowie die inaktive Deletionsmutante P2Y12-CTFΔGPS, der 
GPR133 der Maus (wt Maus), der humane P2Y12, der humane GPR126 und dessen 
inaktive Deletionsmutante P2Y12-CTFΔGPS (Liebscher et al. 2014) mit p13 stimuliert 
(Abb. 10). Bei der Stimulation mit p13 wurde deutlich, dass das GPR133-Peptid 
innerhalb der hier verwendeten Beispiele spezifisch den GPR133 stimuliert (Abb. 10). 
Es wurden durch Applikation mit p13 sowohl die Volllängen-Rezeptoren des humanen 
und des Maus GPR133 als auch die inaktive humane P2Y12-CTFΔGPS Mutation 
stimuliert (Abb. 10). Detektierbare cAMP-Signale in den Kontrollansätzen beruhen auf 





Abb. 10: p13 aktiviert spezifisch den GPR133 aus Mensch und Maus 
48 h nach Transfektion wurden COS-7 Zellen für eine Stunde mit 1 mM p13 und IBMX stimuliert. 
Anschließend wurden die cAMP-Spiegel in den Zellen in Triplikaten gemessen. Die Daten sind als x-
faches über dem pcDps-Leervektor (EV: 3,6 ± 1,1 nM, n = 3) dargestellt. Die Daten sind angegeben 
als Mittelwert ± Standardfehler. Zur Untersuchung, ob es einen Unterschied zwischen der p13-
Stimulation im Vergleich zum nicht stimulierten Rezeptor gibt, wurde eine two-way ANOVA mit 






3.2 Einzelnukleotidpolymorphismen im GPR133 
Es gibt nur wenige Studien, die Zusammenhänge vom GPR133 mit phänotypen 
Ausprägungen nahelegen (siehe Kapitel 1.5, 1.6). In den meisten Fällen basieren diese 
auf genomweiten Assoziationsstudien, die SNP in nicht kodierenden Bereichen des 
Gens mit Phänotypen assoziiert gefunden haben (siehe Kapitel 1.6). Daher wurde 
analysiert, welche und wie viele SNP es im gpr133-Gen gibt. 
3.2.1 Die Häufigkeit allelischer Variationen ist vergleichbar mit Rhodopsin-
ähnlichen GPCR und können in allen Teilen des GPR133 auftreten  
Für die Suche nach SNP im gpr133-Gen (ADGRD1, Gene ID: 283383, 
chromosomale Position [GRCh38 Primary Assembly, human Chr 12, NT_029419.13] 
130953907..131141465) wurde die Datenbank von Einzelnukleotidpolymorphismen 
(dbSNP) von NCBI genutzt (Sherry et al. 2001). Dabei wurden knapp 9000 SNP im 
gpr133-Gen gefunden, wovon 96 % in Introns und 4 % in untranslatierten Regionen 
(UTR) und Exons zu finden sind. Von den kodierenden SNP führten 88 zu keiner 
Änderung der Aminosäure (synonym), während 129 eine Aminosäureänderung (nicht-
synonym) an 119 Positionen hervorriefen, drei frameshift-Mutationen und eine 
Stoppmutation inklusive (Tab. 6). Dabei unterschieden sich die 
Auftretenswahrscheinlichkeiten der SNP im GPR133 mit ~24,8/100 Codons nicht 
bedeutend von denen in Rhodopsin-ähnlichen GPCR (Tab. 6) (Stäubert et al. 2014). 
Eine Charakterisierung und Funktionsanalyse der untersuchten 109 nsSNP finden sich 
in der angehängten Excel-Datei und als supplementary file von Fischer et al. 2016.  
Tab. 6: Das Auftreten exonischer SNP des humanen gpr133 ist vergleichbar mit Rhodopsin-ähnlichen GPCRs 
 Human gpr133 * 
Rhodopsin-ähnliche GPCRs 
(Stäubert et al. 2014) 
 absolute n  n/100 Codonen  n/100 Codonen 
synonyme 88 10 10 
nicht-synonyme 129 15 15 
Frameshift 3 0,3 0,3 
Stoppmutation 1 0,1 0,5 
*Datensammlung: 21.04.2015, (veröffentlicht in Fischer et al. 2016) 
 
Nicht-synonyme SNP (nsSNP) waren dabei über das GPR133-Protein 
gleichmäßig verteilt (Abb. 11). Anscheinend gibt es keine Region, in der nsSNP im 






Abb. 11: nsSNP kommen gleichmäßig über das GPR133-Protein verteilt vor 
Dargestellt wird der GPR133 mit seinen Strukturelementen: Signalpeptid (SP), Pentraxin-Domäne 
(PTX), G Protein-coupled receptor (GPCR) autoproteolysis inducing domain (GAIN) mit den 
Subdomänen (Sub) A und B inklusive der GPCR proteolytic site (GPS) mit Spaltstelle, die den 
Rezeptor in ein N-terminales Fragment (NTF) und ein C-terminales Fragment (CTF) teilt, die sieben 
Transmembrandomänen (I-VII) und dem C-Terminus (CT). Jeder vertikale Strich stellt hierbei einen 
nsSNP dar (Datensammlung: 21.04.2015, veröffentlicht in Fischer et al. 2016).  
3.2.2 Die meisten nsSNP sind in ihrer Funktion dem Wildtyp-Rezeptor 
entsprechend  
Von den 129 im GPR133 gefundenen nsSNP wurden 109 erfolgreich kloniert und 
auf deren Funktion in vitro untersucht. Zum Vergleich wurde immer der unveränderte 
Wildtyprezeptor (wt) mitgeführt und 100 % gesetzt. In Abb. 12 sind alle untersuchten 
nsSNP mit ihrer CRE-Antwort und ihrer Membranexpression prozentual zum wt 
abgebildet. Da sich die Totalexpression der Mutanten nicht vom wt unterschieden 
(Ausnahmen: Startmethionin M1T, N795K), wurden diese hier nicht betrachtet. Alle 
funktionellen Daten befinden sich in der angehängten Excel-Datei und als 
supplementary file in Fischer et al. (2016). In Abb. 12 steht jeder Punkt für einen nsSNP. 
Jedes Messsystem unterliegt einer gewissen Schwankungsbreite und so variieren auch 
die Signalaktivität und die Oberflächenexpression des wt. Daher wurden die einfache 
sowie die zweifache Standardabweichung (standard deviation, SD) des wt mit 
gestrichelten Linien dargestellt. Zunächst war zu erkennen, dass sowohl nsSNP 
gefunden wurden, die die Signalaktivität des Rezeptors ausschalten (loss of function, 
z.B. Q600stop oder S667L) als auch solche nsSNP, die den Rezeptor aktivieren können 
(gain of function, z.B. F383S oder G141D). Dabei lag die Schwankungsbreite von 0 % 
bis zu fast 300 % im Vergleich zum wt. Die Oberflächenexpression der nsSNP zeigte 
eine Variabilität von 0 % bis fast 150 % (Abb. 12). Legt man eine einfache 
Standardabweichung von der wt-Funktion zu Grunde, gehörten die meisten 
untersuchten nsSNP in die Kategorie „wt-ähnlich“ (Tab. 7). Fast 60 % waren in der CRE-
Aktivität und über 80 % hinsichtlich ihrer Oberflächenexpression mit dem 
Wildtyprezeptor (±1 SD) identisch. Ungefähr 12 % der nsSNP zeigten eine um mehr als 
2 SD geringere und 12,5 % zeigten eine um 2 SD höhere CRE-Aktivität. Hingegen 




zeigten eine um 2 SD geringere und kein nsSNP zeigte eine um 2 SD höhere 
Oberflächenexpression (Tab. 7).  
 
Abb. 12: nsSNP im GPR133 beeinflussen die Oberflächenexpression und die CRE-vermittelte SeAP-
Aktivität  
Jeder Punkt repräsentiert den Mittelwert eines untersuchten nsSNP (alle Daten und Informationen zu 
den untersuchten nsSNP finden sich in der angehängten Excel-Datei bzw. als supplementary file von 
Fischer et al. 2016). Die gestrichelten Linien stellen die einfache und zweifache Standardabweichung 
(SD) des Wildtyp-Rezeptors (wt) in der CRE-vermittelten SeAP-Aktivität bzw. in der 
Oberflächenexpression in COS-7-Zellen dar. Alle Daten wurden als % im Vergleich zum wt 
angegeben. In allen Experimenten diente der pcDps Leervektor (EV) als Negativkontrolle und wurde 
0 % gesetzt (Basalaktivität: EV: 568 311 ± 59 100 counts; wt: 786 125 ± 85 787 counts; n = 4; basale 
Expression: EV: 0,01 ± 0,02 OD492 nm, wt: 0,70 ± 0,11 OD492 nm, n = 12; veröffentlicht in Fischer et al. 
2016). 
Tab. 7: Prozentuale Verteilung der untersuchten nsSNP hinsichtlich ihrer Signalfunktion und Expression  
 CRE Oberflächenexpression 
Wildtypfunktion (±1SD) 58,9 % 81,2 % 
<1SD von der Wildtypfunktion 17,9 % 17,0 % 
<2SD von der Wildtypfunktion 11,6 % 7,1 % 
>1SD von der Wildtypfunktion 23,2 % 1,8 % 
>2SD von der Wildtypfunktion 12,5 % 0 % 





3.2.3 nsSNP im gp133-Gen sind assoziiert mit Krankheiten des Menschen 
Bei der Charakterisierung der untersuchten nsSNP sind einige Varianten aufgefallen, die 
aus Studien mit Krankheitsbezug stammen. So wurden Proben von Melanomen 
untersucht (Wei et al. 2011). Dabei wurden vier nsSNP identifiziert: eine aktive Variante 
am N-terminalen Proteinbeginn (E78K), zwei loss of funktion Mutationen der PTX 
(E178K und G195R) und eine wt-ähnliche Variante in der Subdomäne A der GAIN 
(G294R). Die ClinSeq Studie untersuchte initial 600 Europäer sowohl gesunde als auch 
Herzkreislauf-Patienten (Biesecker et al. 2009) und fand fünf funktionell relevante 
Varianten, mit mehr als zwei Standardabweichungen vom wt und 20 nsSNP, die in ihrer 
Signalfunktion dem wt entsprechen. Zwölf von 25 gefundenen nsSNP wurden ebenfalls 
von der NHLBI-ESP Studie identifiziert, darunter D453N, die eine funktionelle Erhöhung 
des CRE-vermittelten Signals zur Folge hatte. Die NHLBI-ESP Studie untersuchte 
Amerikaner (europäischer und afrikanischer Herkunft) mit Herz-, Lungen- und 
Blutkrankheiten (Tennessen et al. 2012). Diese Studie stellte die meisten hier 
untersuchten Veränderungen und fand 74 nsSNP innerhalb des GPR133, darunter acht 
mit gesteigerter Signaltransduktion und sechs mit verminderter (Tab. 8). Ferner 
stammten einzelne nsSNP aus dem Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer 
(COSMIC, Forbes et al. 2017), die aus Karzinomgewebeproben ermittelt wurden. Vier 
von diesen wurden bereits in der NHLBI-ESP-Studie beschrieben, darunter beide nsSNP 
der Endometriumkarzinom-Proben, der nsSNP der Prostatakarzinom-Proben und der 
ösophagealen Adenokarzinom-Proben. Neben den Untersuchungen der 
Melanomproben, zeigte auch die S667L aus ösophagealen Adenokarzinom-Proben eine 
veränderte Signaltransduktion (Tab. 8). Der Ursprung aller untersuchten nsSNP ist in 
der angehängten Excel Datei und als supplementary file in Fischer et al. 2016 
















ClinSeq 20 3 2 
NHLBI ESP 60 8 6 
Tumorgewebeproben    
Melanom 1 (G294R) 1 (E78K) 2 (E178K, G195R) 
Lunge 2 (R540H, A446V)   
Endometrium  2 (R150W, D226N)   
Dickdarm 1 (A441T)   
Hämatopoietisches 
und Lymphatisches 
Gewebe 1 (T484M)   
Prostata 1 (R673H)   
Ösophagus    1 (S667L) 
16 Varianten wurden doppelt von unterschiedlichen Studien identifiziert, und wurden daher zweimal dargestellt 
3.2.4 Funktionell relevante nsSNP verteilen sich über alle Bereiche und 
Domänen  
Um nsSNP zunächst als funktionell relevant einzustufen, wurde eine zweifache 
Standardabweichung der Wildtyp-Rezeptorfunktion ‒ bezogen auf die CRE-
Signalfunktion und/oder die Oberflächenexpression ‒ zu Grunde gelegt. Nur 
Veränderungen mit einer Änderung um mehr als zwei Standardabweichungen (in 
positive wie negative Richtung) galten als „funktionell relevant“. Um herauszufinden, ob 
es bestimmte Bereiche im Rezeptor gibt, die besonders oft von funktionell relevanten 
natürlichen Varianten betroffen sind, wurden diese ihrer Lage entsprechend gezählt und 
in Bezug zur Gesamtanzahl der vorkommenden nsSNP gesetzt (Tab. 9). So variierte die 
Verteilung über N-Terminus, 7TM und C-Terminus von funktionell relevanten nsSNP 
über den Rezeptor im Mittel um 20,5 ± 1,8 %. Trotzdem die 7TM für das cis-signaling 
verantwortlich ist, wurde dort und auch in keiner anderen Struktur eine Häufung von 













n (% untersuchte nsSNP) 
Gesamtrezeptor 874 107 23 (21,5) 
N-Terminus 570 76 17 (22,4) 
PTX 111 15 3 (20,0) 
GAIN 295 43 9 (20,9) 
7TM 243 21 4 (19,0) 
C-Terminus 61 10 2 (20,0) 
Die Stopp und die frameshift Mutationen wurden ausgeschlossen (veröffentlicht in Fischer et al. 2016) 
3.2.5 nsSNP im NTF führen vorwiegend zu einer Aktivitätserhöhung 
Die funktionell relevanten nsSNP, die sich um mehr als zwei 
Standardabweichungen vom wt unterscheiden, kamen über den gesamten NTF verteilt 
vor (vgl. Tab. 9). Dabei lagen die meisten nsSNP entweder am N-terminalen Ende (die 
Region von Signalpeptid, dem 112 Aminosäure langen Zwischenstück bis inklusive der 
PTX) oder innerhalb der GAIN-Domäne. 
Die Mutation des Startmethionins M1T (rs144264048, T > C) wurde heterozygot 
in der europäisch amerikanischen Population gefunden (siehe Excel-Datei). Trotz dieser 
missense Mutation wurde ein Protein in der Zelle gebildet, das über die Epitope HA und 
Flag mittels Antikörper nachweisbar war, wenn auch in signifikant geringerer Menge 
(Abb. 13). Auch wurde das Protein an der Zelloberfläche in geringem Ausmaß exprimiert 
vorgefunden. Es konnte jedoch kein nachweisbares CRE-Signal gezeigt werden 
(Abb. 13). Zwei Mutationen in dem Zwischenstück, dem Bereich im Anschluss an das 
Signalpeptid bis vor die PTX, E78K [rs267603378, G > A] und G141D [rs142759046, 
G > A] führten zu einem signifikanten Anstieg der Rezeptoraktivität. Die Expression 
hingegen wurde nicht erhöht. Im Zwischenstück wurden zudem zwei Mutationen 
gefunden, die die Signalaktivität signifikant reduzieren: Y85C [rs199848650, A > G] und 
F110L [rs148928637, C > G] (Abb. 13). Alle Mutationen, die in der PTX-Domäne als 
funktionell relevant eingestuft wurden (W174S [rs141606054, G > C], E178K 
[rs148148477, G > A] und G195R [rs267603379, G > A]), führten zu einer signifikanten 
Senkung der CRE-Signalaktivität einhergehend mit einer signifikant geringeren 
Membranexpression (Abb. 13). Neun von 43 nsSNP innerhalb der GAIN-Domäne 
änderten die GPR133-vermittelte CRE-Reporter-Expression, die Mehrheit dieser führte 
zu einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors (Abb. 13, siehe auch Excel-Datei im 
Anhang). Besonders interessant ist die F383S Mutation (rs200232576, T > C). Diese 
erhöhte die Rezeptoraktivität auf 262 %. Innerhalb der GAIN gibt es nur einen nsSNP 
mit verminderter CRE-Reporter-Expression: A448D (rs200173874, C > A); dies ging mit 






Abb. 13: Funktionell relevante nsSNP im NTF beeinflussen die Signalaktivität und Expression 
Die Position jedes nsSNP ist in dem Piktogramm darunter schematisch dargestellt. Die Grafik zeigt die 
Daten der funktionell relevanten nsSNP nach Normalisierung zur Negativkontrolle (pcDps, EV) in 
Prozent zum wt (100 %) in der CRE-SeAP Aktivität (EV: 568 311 ± 59 100 counts; wt: 786 125 ± 85 787 
counts n = 4), Zelloberflächenexpression (EV: 0,01 ± 0,02 OD492 nm, wt: 0,70 ± 0,11 OD492 nm, n = 9) 
und Totalexpression (EV: 0,08 ± 0,07 OD492 nm; wt: 0,97 ± 0,16 OD492 nm, n = 7). Um Unterschiede der 
Rezeptormutanten im Vergleich zur wt Aktivität oder Expression zu analysieren, wurden ungepaarte 
zweiseitige t-Tests mit *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 durchgeführt. 
n.d.: nicht messbar (veröffentlicht in Fischer et al. 2016) 
3.2.6 nsSNP im CTF führen vorwiegend zu einer Aktivitätssenkung 
Die meisten funktionell relevanten nsSNP im 7TM-Bereich führten zu einer 
Reduktion der CRE-SeAP-Aktivität (Abb. 14). S667L [rs377401276, C > T] liegt in der 
zweiten intrazellulären Schlaufe, A761E [rs369201469, C > A] sowie V764M 
[rs149434203, G > A] in der TM6 und N795K in der TM7 [rs369853823, C > A]. Alle vier 
Veränderungen wurden heterozygot durch die NHLBI-ESP Studie gefunden (Tennessen 
et al. 2012), wobei S667L und N795K in der europäisch amerikanischen Kohorte und 
A761E und V764M in der afrikanisch amerikanischen Kohorte gefunden wurde. Alle vier 
verringerten das GPR133- vermittelte CRE-Signal. Die stärkste Beeinflussung erfolgte 
durch N795K. Diese Mutation senkte nicht nur die Signalantwort auf nicht messbare 
Werte, zugleich wurden die Oberflächenexpression und die Gesamtzellexpression 




wurde diese Mutation auch in die daueraktive P2Y12-CTF Variante eingeführt. Dabei 
zeigte sich, dass P2Y12-CTF N795K trotz guter Gesamtzellexpression zu einer geringen 
Oberflächenexpression und zu CRE-Signalen unterhalb der Nachweisgrenze führte 
(Abb. 14A und B).  
 
 
Abb. 14: Funktionell relevante nsSNP im CTF beeinflussen die Signalaktivität und Expression 
(A) nsSNP im CTF führten vorwiegend zu einer Funktionsminderung bis hin zum Funktionsverlust 
(N795K, TM7). Die Position jedes nsSNP ist in dem Piktogramm darunter schematisch dargestellt. (B) 
Die konstitutive Aktivität der P2Y12-CTF-Mutante wurde durch die Mutation N795K unterbunden. (A 
und B) Die Graphen zeigen die Daten der mutierten Rezeptoren nach Normalisierung zur 
Negativkontrolle (0 %) in Prozent zum wt (100 %) in der CRE-SeAP-Aktivität (EV: 568 311 ± 59 100 
counts; wt: 786 125 ± 85 787 counts, n = 4), Zelloberflächenexpression (EV: 0,01 ± 0,02 OD492 nm, wt: 
0,70 ± 0,11 OD492 nm, n = 9) und Gesamtzellexpression (EV: 0,08 ± 0,07 OD492 nm; wt: 0,97 ± 0,16 
OD492 nm, n = 7) als Mittelwert ± Standardabweichung. Um Unterschiede der Rezeptormutanten im 
Vergleich zur wt-Aktivität oder -Expression zu analysieren, wurden ungepaarte zweiseitige t-Tests mit 
*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 durchgeführt. 
n.d.: nicht messbar (veröffentlicht in Fischer et al. 2016) 
 
Daher wurde postuliert, dass die Position N795 im GPR133 für die Struktur des 
Proteins und/oder für die Translokation zur Zellmembran entscheidend ist. Zwei 
funktionell relevante nsSNP, A816T [rs368828722, G > A] und T827M [rs371135988, 
C > T], liegen am C-terminalen Ende des Rezeptors, und wurden heterozygot durch die 
NHLBI-ESP in der europäisch-amerikanischen Kohorte identifiziert, wobei A816T die 






3.2.7 Nicht alle prominenten nsSNP mit signifikant veränderter Basalfunktion 
sind durch p13 aktivierbar 
Um zu untersuchen, ob der gebundene Agonist (stellvertretend durch den 
synthetischen Peptidagonist p13) auch funktionell relevante nsSNP im GPR133 
aktivieren kann, wurde ein Luziferase-basierter Reportergen-Assay (vgl. Kapitel 2.5.4) 
unter der Kontrolle von CREB genutzt. Hier war ein Reportergen-Assay über die 
Bestimmung der sekretorischen alkalischen Phosphatase nicht sinnvoll, da dieser den 
Medienüberstand misst. Die p13-Lösung war allerdings leicht trüb und viskös, wodurch 
die Messung des Medienüberstandes verfälscht würde. Aus diesem Grunde wurde 
stattdessen eine Luziferase-basierte Messung der CREB-Aktivität genutzt, da hier die 
Zellen nach Stimulation aufgeschlossen werden. Für diese Untersuchung wurden 
prominente nsSNP ausgewählt. Das sind funktionell relevante nsSNP, die zu einer 
signifikanten Änderung der CRE-vermittelten SeAP-Aktivität führten. Das agonistische 
Peptid p13 wurde mit einer Konzentration von 500 µM zur Stimulation prominenter 
nsSNP im CREB-Luziferase Assay eingesetzt (Abb. 15). Dabei galt der mit p13-
stimulierte Wildtyp-Rezeptor als Bezugssystem und wurde in jedem Test 100 % gesetzt. 
Die Kontrollen in diesem Test waren einerseits der pcDps-Leervektor und andererseits 
wurde jede Rezeptormutante mit einer 0,5 % DMSO-haltigen Kontrolllösung (entspricht 
der DMSO-Menge im gelösten Peptid) mitgeführt.  
Bei diesen Versuchen konnte der wt durch Stimulation mit p13 auf das 2,5-fache 
(entspricht 100 %) des unstimulierten wt aktiviert werden (Abb. 15). nsSNP im NTF 
konnten vorwiegend durch p13 auf wt-Niveau aktiviert werden (Y85C, F110L, W174S, 
E178K, G195R). Die basal aktive F383S-Mutante konnte ebenfalls signifikant durch p13 
aktiviert werden (Abb. 15). Die loss of function Mutation A448D mit verringerter 
Membranexpression war hingegen nicht durch p13 Applikation stimulierbar. Im CTF 
hingegen konnte keine untersuchte natürlich vorkommende Mutation durch p13 






Abb. 15: Der Peptidagonist p13 kann nicht alle prominenten nsSNP stimulieren  
24 h nach Transfektion in HEK293T-Zellen wurden die Rezeptoren mit 0,5 % DMSO (entspricht der 
Basalaktivität) bzw. mit 500 µM p13 für 5 h stimuliert und anschließend die CREB-Luziferase-Aktitivät 
gemessen. Der Graph zeigt die Daten der mutierten Rezeptoren nach Normalisierung zur 
Negativkontrolle (0 %) in Prozent zum mit p13-stimulierten Wildtyprezeptor (wt, 100 %). Dargestellt 
wurde die CREB-Luziferase-Aktivität (EV: 872,4 ± 199,7 counts; wt+p13: 5,3 ± 1,3 x-fach über EV, 
n = 7) als Mittelwert ± Standardabweichung. Um zu untersuchen ob p13 die mutierten Rezeptoren 
signifikant aktivieren kann, wurde eine zweiseitige ANOVA mit anschließender Bonferroni-Korrektur 
mit *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 durchgeführt (veröffentlicht in Fischer et al. 2016). 
3.2.8 Charakterisierung von GPR133-Varianten, die den offenen Leserahmen 
beeinflussen 
Unter den untersuchten nsSNP gab es zwei, die die Länge des Rezeptorproteins 
beeinflussen. Q600stopp [rs200986302, C > T] führt zu einer frühzeitigen Verkürzung 
des Rezeptors nach der ersten Transmembrandomäne in der Mitte des ICL1 (Abb. 16A). 
Um diese Variante untersuchen zu können, wurde das Flag-Epitop direkt vor das neu 
entstandene Stopp-Codon kloniert. Trotz der Verkürzung wurde die Variante sowohl in 
der Gesamtzelle als auch an der Zelloberfläche exprimiert. Wie zu erwarten, war eine 
G-Protein-vermittelte Signalweiterleitung (weder basal noch stimuliert) durch die 
Trunkierung der letzten sechs Transmembrandomänen unmöglich (Abb. 16B und C). 
Es gibt darüber hinaus eine natürliche Variante, die durch Insertion einer Base 
im ECL1 eine Verlängerung des Proteins um 78 Aminosäuren verursacht (C632fs, 
rs34176886, / > C). Um diese Variante untersuchen zu können, wurde die 3’UTR Region 
aus der mRNA von humanen Leukozyten amplifiziert und an der entsprechenden Stelle 




Epitop direkt vor das neu entstandene Stoppcodon gesetzt (Abb. 16A). Tatsächlich 
wurde das Protein in COS-7-Zellen gebildet, ohne jedoch fähig zu sein, in die äußere 
Zellmembran eingebaut zu werden oder G-Protein-vermittelte Signale zu generieren 
(Abb. 16B). Durch den Frameshift wurde die Struktur des Proteins verändert. Eine 
Hydrophobizitäts-Analyse nach Kyte-Doolittle mittels Protean 7.1.0 (DNAStar, 
Lasergene) zeigte, dass nach Insertion der Base nach der zweiten 
Transmembrandomäne keine hydrophoben α-helikalen Strukturen mehr vorhanden sind 
(Abb. A5).  
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Abb. 16: Längenverändernde Varianten können keine Signalfunktion mehr ausüben  
(A) Die klonierten Konstrukte für Q600stop und C632fs sind schematisch darstellt. Das Signalpeptid 
(dunkelgraues Dreieck) ist gefolgt von einem HA-Tag (hellgraues Quadrat) und den funktionellen 
Domänen des N-Terminus: der PTX (graue Box markiert mit „PTX“) und der GAIN-Domäne (Rechteck 
inklusive der GPS dargestellt als Kreis). Transmembrandomänen sind indiziert als hellgraue 
Rechtecke C-terminal der GPS. Der rote Stern indiziert die verlängerte 3’ untranslatierte Region (UTR). 
Der C-Terminus beinhaltet ein Flag-Tag (dunkelgraues Sechseck). (B) Die Grafik zeigt die 
funktionellen Daten der Q600stop und der C632fs nach Normalisierung zur Negativkontrolle (0 %) in 
Prozent zum wt (100 %) in der CRE-SeAP Aktivität (eV: 568 311 ± 59 100 counts; wt: 786 125 ± 85 787 
counts n = 4), Zelloberflächenexpression (eV: 0,01 ± 0,02 OD492 nm, wt: 0,70 ± 0,11 OD492 nm, n = 9) und 
Gesamtexpression in der Zelle (eV: 0,08 ± 0,07 OD492 nm; wt: 0,97 ± 0,16 OD492 nm, n = 7). Um 
Unterschiede der Rezeptormutanten im Vergleich zur wt-Expression zu analysieren, wurden 
ungepaarte zweiseitige t-Tests durchgeführt. (C) Die Stimulation mit p13 konnte die Q600stop-
Mutation nicht aktivieren. Die Grafik zeigt die Daten nach Normalisierung zur Negativkontrolle (0 %) in 
Prozent zum mit p13-stimulierten wt (100 %) in der CREB-Luziferase Aktivität (EV: 1320,6 ± 628,1 
Zähler; wt+p13: 5,7 ± 1,3 x-fach über EV, n = 4). Zur Analyse der Rezeptoraktivierung durch p13, 
wurde eine zweiseitige ANOVA mit anschließender Bonferroni-Korrektur durchgeführt. (B und C) Die 
Signifikanzniveaus werden mit *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 angegeben. n.d.: nicht messbar, 




3.2.9 Ausgewählte nsSNP zeigen keine Veränderung im Spaltungsverhalten 
Die Spaltbarkeit der Adhäsions-GPCR ist ein viel diskutiertes Thema (Lin et al. 
2004, Moriguchi et al. 2004, Lin et al. 2010, Bohnekamp & Schöneberg 2011, Prömel et 
al. 2012a). Für die nsSNP wurden daher einige inaktive, aktive und dem wt-ähnliche 
Varianten über den Rezeptor verteilt ausgewählt und mit Hilfe eines Western Blots 
(durchgeführt von Caroline Wilde) von Zelllysaten das N-terminale HA-Tag des GPR133 
detektiert. Der humane GPR133 hat rein rechnerisch, ohne Einbezug der neun 
Glykosylierungsstellen (vgl. Kapitel 1.5), eine Größe von 97 kDa. Jede Glykosylierung 
könnte nochmals ungefähr 2 kDa ausmachen, sodass ein Spektrum von 97-115 kDa für 
den ungespaltenen GPR133 zu erwarten ist. Wird der Rezeptor gespalten, sollte eine 
Bande bei 78 kDa entstehen. Dabei zeigten alle analysierten GPR133-Varianten Banden 
zwischen 70-100 kDa (Abb. 17A). Diese Banden sind bei der spaltungsdefizienten 
GPR133 Mutante H540R0.52 der Maus (in der GPS -2 vor der Spaltstelle) nicht mehr 
vorhanden (Abb. 17B, Bohnekamp & Schöneberg 2011, Liebscher et al. 2014).  
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Abb. 17: Die Spaltung des GPR133 wird durch nsSNP nicht beeinflusst  
(A) Ausgewählte nsSNP mit Daueraktivität (F383S, G404A, P411S) mit wt-ähnlicher Funktion (G425S, 
S523L) oder Funktionsverlust (N795K) des humanen GPR133 werden autoproteolytisch gespalten 
(durchgeführt von Caroline Wilde, veröffentlicht in Fischer et al. 2016). (B) Der GPR133 der Maus 
spaltete ebenfalls ein NTF mit einer Größe von etwa 70-100 kDa ab. Die Mutation H540R0.52 , welche 
sich in der GPS zwei Aminosäuren vor der Spaltstelle befindet, unterbindet die Autoproteolyse 
(veröffentlicht in Liebscher et al. 2014). (A und B) Die Blots wurden mit einem anti-HA Peroxidase 
(POD)-gekoppelter Antikörper bzw. einem anti-β-Actin Antikörper aus dem Kaninchen (primär) und 
Anti-Kaninchen IgG-POD-gekoppelten Antikörper (sekundär) markiert.  




3.2.10 Der Grad der Konservierung einer Aminosäureposition korreliert mit deren 
Relevanz für die Rezeptorfunktion 
Evolutionär konservierte Positionen sind häufig ein gutes Indiz für die Bedeutung 
der Aminosäure für die Struktur und Funktion eines GPCR (Cöster et al. 2012). 
Beispielsweise ist in Rhodopsin-ähnlichen GPCR das hoch konservierte W6.48 
(Nummerierungssystem nach Ballesteros & Weinstein 1995) für die Rotationsbewegung 
in der TM6 während der Aktivierung der Rezeptoren entscheidend (Schwartz et al. 
2006). Der Vergleich von Orthologsequenzen bietet eine Vorhersagekraft von über 90 % 
im Vergleich mit der funktionellen Analyse eines GPCR (Cöster et al. 2012). Es wurde 
daher für den GPR133 ein Alignment über 74 Orthologsequenzen aus Vertebraten 
erstellt. Die Orthologe wurden in Klassen (Vögel, Fische, Reptilien und Amphibien) und 
im Falle der Säugetiere in Stämme (Euarchontoglires, Laurasiatheria, Afrotheria und 
Xenarthra) unterteilt und Konsensussequenzen mit ClustalW in BioEdit erstellt. Diese 
wurden wiederum in einer Sequenzgegenüberstellung verglichen (Abb. 18). Die als 
funktionell relevant definierten nsSNP wurden mit „+“ für konstitutiv aktiv und „-“ für basal 
schwach signalisierende Varianten aufgetragen. Es zeigte sich, dass hoch aktive 
Varianten vermehrt in wenig konservierten Bereichen und inaktivierende Mutationen 
eher in stark konservierten Bereichen des Rezeptors liegen (Abb. 18). Über 60 Prozent 
der hier dargestellten und funktionell relevanten Varianten sind hoch konserviert.  
Die Position der daueraktiven E78K in dem Stück zwischen SP und PTX ist nicht 
konserviert, selbst eine Veränderung zu Lysin kommt in Vögeln und Alligatoren (Alligator 
mississippiensis und Alligator sinensis) natürlicherweise vor. Y85C, ebenfalls in dem 
Zwischenstück, führte zu geringeren CRE-Signalen und ist nicht konserviert in 
Vertebraten. Neben Tyrosin treten auch Phenylalanin, Histidin, Leucin und Isoleucin auf. 
F110L liegt in einem konservierten Bereich, der der Laminin G3 Domäne zugeschrieben 
werden kann und führte zu verringerten Aktivitäten im CRE-Assay. G141D aktivierte den 
Rezeptor, neben Histidin, Lysin, Serin, Leucin, Alanin und Thyrosin kommt auch 
Asparaginsäure in Schildkröten (Chrysemys picta bellii, Pelodiscus sinensis, Chelonia 
mydas) natürlicherweise vor.  
Die Veränderungen in der PTX führten zu einer Reduktion der Signalaktivität des 
Rezeptors und die mutierten Positionen sind konserviert: W174 und G195 sind in allen 
74 Vertebraten vorhanden, während E178 in 12 % der Orthologsequenzen mit Asparat 





Abb. 18: Die Konservierung von Aminosäurepositionen korreliert mit der Signalaktivität 
entsprechender GPR133-Mutatnten  
Funktionell relevante Varianten (± 2SD von wt: M1T, E78K, Y85C, F110L, G141D, W174S, E178K, 
G195R, F383S, V393M, G404A, P411S, E413K, A448D, D453N, S667L, A761E, V764M, N795K, 
A816T, T827M) wurden mit einem Plus (konstitutiv aktiv) oder Minus (basal schwach aktiv) markiert. 
Der Stern (*) markiert die Stoppmutation Q600. Die verschiedenen Bestandteile (Signalpeptid (SP), 
Pentraxin/Laminin G3 Domäne (PTX/LamG3), GPCR autoproteolysis inducing (GAIN) Domäne mit 
den Subdomänen A und B inklusive der GPCR proteolysis site (GPS) und 7TM Region (I-VII)) sind 
dargestellt. Mithilfe der BLOSUM62 Matrize wurden ähnliche und identische Positionen identifiziert: 
Schwarz hinterlegte Felder zeigen identische Positionen (Schwelle: 100 %) während grau hinterlegte 
Felder ähnliche Positionen hervorheben. Die Alignments wurde unter Verwendung von ClustalW in 





Die hochaktive F383S in der GAIN-Domäne ist konserviert und wird lediglich in 
39 % der Orthologdaten mit Tyrosin substituiert (siehe angehängte Excel-Datei). Die 
daueraktive V393M in der GAIN-Domäne ist nicht konserviert. Neben Isoleucin, Leucin, 
Histidin, Phenylalanin, Alanin und Tyrosin kommt auch Methionin in 24 % der 
Orthologsequenzen vor. G404A und P411S sind hoch konserviert. Während an der 
Position G404 keine andere Aminosäure vorkommt, wird P411 im amerikanischen 
Pfeifhasen (Ochotona princeps) durch Serin ersetzt. E413K, ebenfalls überaktiv und in 
der GAIN-Domäne gelegen, ist nicht konserviert, neben Glutamin (kleiner Igeltenrek 
[Echinops telfairi] und Sternmull [Condylura cristata]), Valin (Wildschwein [Sus scrofa]) 
und Asparaginsäure (Wolf [Canis Lupus]) kommt auch Lysin (in der Hausziege [Capra 
hircus]) in den Orthologsequenzen vor. Die inaktive A448D ist konserviert. Nur im 
Nacktmull (Heterocephalus glaber) wird diese Aminosäure durch Leucin ausgetauscht. 
D453N ist daueraktiv und nicht konserviert. Es kommt an dieser Position neben Glycin, 
Serin, Threonin, Arginin, Histidin und Lysin auch zu einem Austausch zu Asparagin in 
fast 10 % der 74 analysierten Sequenzen.  
Im 7TM-Bereich führten die untersuchten funktionell relevanten nsSNP zu 
verringerten CRE-Signalen und zeigten eine hohe Konservierung. So ist Q600Stopp 
hoch konserviert und wird nur in Xiphophorus maculatus zur Glutaminsäure 
ausgetauscht. S667L im ICL2 ist in allen verglichenen Sequenzen konserviert, ebenso 
wie A761E in der TM6 und N795K in der TM7. Lediglich an der Position V764M in der 
TM6 kommt auch Isoleucin in 12 % der Sequenzen natürlicherweise vor.  
Die beiden funktionell relevanten nsSNP im C-Terminus sind weniger stark 
konserviert. Dies liegt vor allem an der Sequenz des Neunbinden-Gürteltieres (Dasypus 
novemcinctus) als Xenarthra (Nebengelenktiere, ein Stamm der Säugetiere), die eine 
geringere Übereinstimmung im C-Terminus zeigt und kürzer ist. Dabei ist die Position 
von A816T in allen übrigen Sequenzen mit Ausnahme eines Serins des schwarzen 
Flughundes (Pteropus alecto) konserviert. Die aktivere T827M ist in 4 





3.3 aGPCR zeigen über die Evolution der Vertebraten konservierte 
Sequenzmotive 
Die Gruppe der aGPCR ist eine Proteinklasse innerhalb der Superfamilie der 
GPCR, die erst seit wenigen Jahren auch molekular untersucht wird. Bisher wurden nur 
vergleichsweise wenige Mutagenesestudien an dieser Rezeptorklasse durchgeführt. Die 
meisten Studien mit Mutationsdaten an aGPCR verwenden darum die absolute Position 
im jeweiligen Rezeptorortholog. Dies macht den Vergleich von Mutagenesedaten 
unterschiedlicher Studien mit verschiedenen Rezeptoren und Orthologen aufwändig. Ein 
Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob es für aGPCR spezifische, evolutionär hoch 
konservierte Sequenzmotive gibt. Dabei sollte sich der Vergleich zusätzlich neben 
humanen Sequenzen auch auf diverse andere Orthologe stützen, um den evolutionären 
Aspekten Rechnung zu tragen und ein auf aGPCR zugeschnittenes 
Nummerierungssystem zu generieren. Gleichzeitig sollte damit analysiert werden, wie 
häufig SNP in evolutionär konservierten Sequenzabschnitten auftreten. 
Da der Vergleich von Orthologsequenzen eine gute Methode ist, um evolutionär 
konservierte und damit für die Struktur und Funktion entscheidende Positionen zu 
identifizieren (Cöster et al. 2012), wurde ein Alignment über alle aGPCR mit diversen 
Orthologsequenzen (insgesamt 290 Sequenzen) angefertigt. Zur besseren 
Darstellbarkeit wurde im Anschluss für jede Gruppe der aGPCR ein Vertreter ausgewählt 
(Gruppe I: Lphn1, Gruppe  II: EMR1, Gruppe  III: GPR125, Gruppe  IV: CELSR1, 
Gruppe  V: GPR133, Gruppe  VI: GPR113, Gruppe  VII: BAI3, Gruppe  VIII: GPR56, 
Gruppe  IX: VLGR1). Für diesen wurden dann Sequenzen verschiedener Orthologe 
miteinander verglichen. Dabei wurden mindestens die Sequenzen von Mensch und 
Maus im Falle des GPR113, als Vertreter der Gruppe  VI, verglichen und idealerweise 
durch die Sequenzen von Fischen, Vögeln, Reptilien, Amphibien (für die Vertreter der 
Gruppe  I, III, V, VII, IX) sowie weiteren Säugetieren (für die Vertreter der Gruppe  II, IV, 
VIII) ergänzt. Dieser Vergleich war dann die Voraussetzung um eine Konsensussequenz 
zu erstellen, die Informationen aus mehr als einer Orthologsequenz enthält. Die 
verwendeten Referenzen für die Generierung der Konsensussequenzen sind in Tab. A3 
gelistet. Aminosäurepositionen, die bei der Erstellung der Konsensussequenzen, keiner 
Konservierung unterlagen, wurden als „X“ deklariert. Anschließend wurden die 
Konsensussequenzen gegenübergestellt und mit vier humanen Vertretern der Sekretin-








Abb. 19: Sequenzvergleich der Subklassen der aGPCR 
Das Alignment umfasst die Sequenzen der aGPCR beginnend in der GPS 25 Aminosäurepositionen 
vor der Spaltungsstelle bis 5 Aminosäuren nach der TMVII. Für jede Gruppe der aGPCR wurde ein 
Repräsentant ausgewählt. Für diesen wurde dann eine Konsensussequenz aus den Sequenzen von 
2-21 Sequenzen erstellt (mindestens Mensch und Maus, ergänzt mit Vögeln, Fischen, Reptilien, 
Amphibien und/oder Säugetieren). Die Accession Nummern der Sequenzen zur Generierung der 
Konsensussequenzen befinden sich in Tab. A3. Zusätzlich wurden die Transmembranbereiche von 
vier beispielhaften humanen Sekretin-ähnlichen GPCR und dem humanen Rhodopsin mit verglichen. 
Die höchsten konservierten Positionen für die aGPCR jeweils in der GPS und den 
Transmembrandomänen I bis VII wurden als X.50 gekennzeichnet und blau hinterlegt (in Anlehnung 
an die Nummerierungssysteme für Rhodopsin-ähnliche (Ballesteros & Weinstein 1995) und Sekretin-
ähnliche GPCR (Wootten et al. 2013)). Mithilfe der BLOSUM62 Matrize wurden ähnliche und gleiche 
Positionen identifiziert: Schwarz hinterlegte Felder zeigen gleiche Positionen (Schwelle 50 %) während 
grau hinterlegte Felder ähnliche Positionen hervorheben. Die Sequenzvergleiche wurden unter 
Verwendung von ClustalW in BioEdit 7.1.11 (Hall 1999) erstellt. Die höchste X.50 der 
Transmembrandomänen, die für Sekretin- bzw. Rhodopsin-ähnliche GPCR festgelegt sind, wurden 
ebenfalls blau hervorgehoben und mit X.50Wootten bzw. X.50Ballesteros beschriftet (Ballesteros & Weinstein 
1995, Wootten et al. 2013). 
 
Das Alignment (Abb. 19) über die Gruppen der aGPCRs deckt sich dabei mit 
allen gängigen Sequenzvergleichen (Stacey et al. 2000, Bjarnadóttir et al. 2004, 
Bjarnadóttir et al. 2007a, Graaf et al. 2016, Peeters et al. 2016). Der Vergleich von 
Sekretin- zu Rhodopsin-ähnlichen GPCR wurde ebenfalls von Hollenstein et al. 2014 
getroffen, während Cvicek et al. 2016 alle humanen GPCR verglichen hat. Der hier 
gezeigte Vergleich der aGPCR zu Rhodopsin- und Sekretin-ähnlichen GPCR (Abb. 19) 
deckt sich in TM2, TM5 und TM7 mit dem von Hollenstein (2014) und in TM2, TM3, TM5 
und TM7 mit dem von Cvicek et al. 2016. Der Vergleich der aGPCR zu Sekretin-
ähnlichen GPCR stimmt zudem in TM1, TM2, TM4, TM5, TM6 und TM7 mit der GRAFS-
Klassifizierungs-Studie überein (Fredriksson et al. 2003) und ferner in allen TMs in der 
Publikation von Graaf et al. (2016). Zudem deckt sich der Vergleich aller drei Klassen in 
TM2, TM3 und TM7 mit der Publikation von Peeters et al. 2016.  
Ob eine Sequenz-Gegenüberstellung der Adhäsions- mit den Rhodopsin-
ähnlichen GPCR mit anderen Alignments vergleichbar ist, ist stark von der 
Sequenzanzahl (also der Power) abhängig. Hierbei ist vor allem die Anzahl an 
Rhodopsin-ähnlichen GPCR maßgebend. Mit über 700 potentiellen Vertretern im 
Menschen (Fredriksson et al. 2003), ist es sehr aufwendig, alle Rhodopsin-ähnlichen 
GPCR in einen Vergleich mit einzubeziehen. Ein Nummerierungssystem anzuwenden, 
das sich auf das System von Ballesteros & Weinstein bezieht (wie in Peeters et al. 2016), 




wird das zugrundeliegende Alignment für die Erstellung der höchst konservierten 
Positionen in der Publikation von Peeters nicht gezeigt, sodass eine eindeutige direkte 
Übertragung für TM1 und TM5 nicht möglich ist. In der Publikation von Graaf stimmt der 
Vergleich zu Rhodopsin-ähnlichen GPCR lediglich in TM3, TM5 und TM7 mit dem 
vorliegenden Alignment überein. Die Arbeit von Graaf et al. (2016) verwendete dabei 
ausschließlich bereits kristallisierte GPCR. Daher scheint das Alignment in Bezug auf 
die Rhodopsin-Klasse eine große Aussagekraft zu haben. Trotzdem stimmt das 
Alignment von Graaf nicht in jedem Fall mit der von Peeters überein. Daher entwickelte 
diese Arbeit im Gegensatz zu der Publikation von Peeters et al. (2016) ein auf die 
Primärsequenz der aGPCR zugeschnittenes Nummerierungssystem, das in Abb. 19 
dargestellt wird. Gleichzeitig ist auch das von Peeters et al. (2016) verwendete 
Nummerierungssystem nach Ballesteros & Weinstein 1995, welches für Rhodopsin-
ähnliche GPCR etabliert ist, und das von Graaf et al. (2016) verwendete 
Nummerierungssystem von Wootten et al. 2013, welches für Sekretin-ähnliche GPCR 
etabliert ist, im Alignment eingezeichnet.  
Diese Arbeit konnte für jede der sieben Transmembrandomänen die höchst 
konservierte Position über die Subklassen der aGPCR identifizieren (Abb. 19). Da die 
Klasse der aGPCR sich in ihrer Primärstruktur stark von den Rhodopsin-ähnlichen 
GPCR unterscheidet, entsprechen die höchsten konservierten Positionen 
erwartungsgemäß nur in Einzelfällen denen in Rhodopsin-ähnlichen GPCR. Trotzdem 
die Sekretin-ähnlichen GPCR von den aGPCR abstammen (Nordstrom et al. 2009), sind 
nur wenige höchst konservierte Positionen übereinstimmend. Dabei sollte bedacht 
werden, dass die Sekretin-Klasse mit 15 Vertretern im Menschen nicht einmal halb so 
groß wie die aGPCR- Klasse (mit 33 Vertretern) ist. Auch wenn sich einige der hoch 
konservierten Positionen der Sekretin- Klasse in aGPCR wiederfinden, sind diese nicht 
immer auch am höchsten konserviert in den aGPCR. Für TM1 ist das Serin1.50/1.50wootten 
an gleicher Position wie in Sekretin-ähnlichen GPCR am höchsten konserviert. In TM2 
ist die höchst konservierte Position ein N2.50/2.52wootten, zwei Positionen nach dem 
H2.50wootten der Sekretin- Klasse. In TM3 ist die höchst konservierte Stelle ein W3.50/3.46wootten 
das auch in Sekretin stark konserviert ist und 4 Positionen vor deren E3.50wootten liegt. In 
TM4 zeigt das Prolin4.50/4.52wootten des GWGxP Motives die höchste Konservierung, 
obwohl in Sekretin-ähnlichen das G zwei Positionen davor hoch konserviert ist. In TM5 
stimmen Sekretin mit Adhäsions-GPCR wieder überein und zeigen ein N5.50/5.50wootten als 
höchst konservierte Aminosäure. Hingegen sind TM6 und TM7 wieder individuell für 
aGPCR mit W6.50/6.53wootten und F7.50/7.42wootten (Abb. 19).  
Weiterhin war es möglich, verschiedene hoch konservierte Sequenzmotive der 




auch in der Sekretin-Klasse wiederfindet. Die TM2 enthält ein I/LHxN2.50L, welches 
ebenfalls in ähnlicher Form in den Sekretin-GPCR vorhanden ist. Weiterhin gibt es in 
TM2 ein FLxG-Motiv, das spezifisch für aGPCR ist. Die TM3 enthält mehrere für aGPCR 
spezifische Motive. Von dem LHF/Y-Motiv besitzen Sekretin-ähnliche ein für sie 
konserviertes Y. Zudem gibt es das LAxFxW3.50MLV/LE-Motiv, welches in gekürzter 
Fassung in Sekretin-GPCR mit WLLVE existiert. Die TM4 enthält das GWGxP4.50 Motiv 
der Sekretin-Klasse. In der zweiten extrazellulären Schlaufe gibt es ein CWL-Motiv. Die 
TM6 besitzt das GxxW6.50-Motiv, welches dem GxxY Motiv der Sekretin-Klasse 
nahekommt. Die TM7 enthält ähnlich der TM3 einige konservierte Sequenzbereiche. So 
gibt es das für aGPCR spezifische YLF7.50, das NSLQG (als xSFQG in der Sekretin-
Klasse) und die für aGPCR spezifischen Motive FIFL und HCL/IL (Abb. 19).  
Nur sehr wenige der untersuchten nsSNP des GPR133 sind in einem für alle 
aGPCR evolutionär konservierten Bereich zu finden. Ein Beispiel ist die L608M2.51 in 
TM2 als Teil des I/LHxN2.50L. Diese Veränderung führte zu einer Verminderung der 
Aktivität auf 57 % (siehe Excel Datei, und als supplementary file von Fischer et al. 2016). 
Dies ist ein Unterschied von 1 SD im Vergleich zur Wildtypfunktion und wurde daher als 
wt-ähnlich eingestuft. Gleichzeitig wurde die Membranexpression vermindert (siehe 
Excel Datei, bzw. als supplementary file von Fischer et al. 2016). Dass die TM3 für die 
Struktur von GPCR ein wichtiger Angelpunkt ist (Venkatakrishnan et al. 2013), spiegelt 
sich auch in den gefundenen nsSNP. Es konnte kein nsSNP innerhalb der TM3 gefunden 
werden (Abb. A1). Ein weiteres Beispiel ist die N795K7.54, welche Teil des NSLQG-
Motives ist und in einer beeinträchtigten Oberflächenexpression und einer fehlenden 






Der GPR133 gehört zu den GPCR und hier zur Klasse der aGPCR. Innerhalb der 
aGPCR gehört er zusammen mit dem GPR144 der Gruppe V an (Hamann et al. 2015), 
die den Sekretin-ähnlichen Rezeptoren am nächsten ist (Nordstrom et al. 2009). Ist die 
Signalweiterleitung über G-Proteine, die Aktivierung mittels eines Agonisten und die 
physiologischen Funktionen noch unbekannt, wird von „orphanen“ GPCR gesprochen. 
Mehr als 120 orphane Vertreter der GPCR-Familie sind bekannt (Vassilatis et al. 2003, 
Alexander et al. 2015), wobei über zwei Drittel der aGPCR dazu zählen (Paavola & Hall 
2012, Alexander et al. 2015). Der GPR133 gehört ebenfalls in diese Kategorie, auch 
wenn bereits bekannt ist, dass er über ein Gαs und Gαi in vitro (Bohnekamp & 
Schöneberg 2011, Gupte et al. 2012, Liebscher et al. 2013) und vermutlich auch in vivo 
(Bayin et al. 2016) sein Signal intrazellulär vermittelt.  
4.1 Der Aktivierungsmechanismus des GPR133 erfolgt ebenfalls 
über den gebundenen „Stachel“-Agonisten 
Durch vorangegangene Arbeiten am GPR126 konnte gezeigt werden, dass ein 
aGPCR, ähnlich wie Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR, Vu et al. 1991) eine 
gebundene agonistische Sequenz trägt (Liebscher et al. 2014). Mit der Frage nach der 
Allgemeingültigkeit dieses Befundes für die Klasse der aGPCR, wurden analoge 
Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit am GPR133 durchgeführt. Es 
konnte hier ebenfalls gezeigt werden, dass eine Trunkierung bis zur Spaltungsstelle in 
der GPS zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors im Gs-cAMP-Signalweg führt, die 
durch Deletion des C-terminalen GPS-Restes komplett aufgehoben werden kann 
(Abb. 20A, Kapitel 3.1.1). Für den GPR133 wurde ein 13-Aminosäure-langes Peptid 
(p13) identifiziert, das fähig ist, den Rezeptor spezifisch und konzentrationsabhängig zu 
aktivieren. Die Ergebnisse konnten zeigen, dass im C-terminalen Teil der GPS ein 
gebundener Agonist liegt, der den Rezeptor nach Konformationsänderung z. B. durch 
Ligandenbindung oder durch künstliche Wegnahme des NTF aktivieren kann (Kapitel 
3.1, veröffentlicht in Liebscher et al. 2014). Eine gebundene agonistische Sequenz 
konnte in der Zwischenzeit für weitere aGPCR gezeigt werden: GPR110 (Stoveken et 
al. 2015, Demberg et al. 2017), GPR56 (Stoveken et al. 2015), sowie am GPR64 
(Demberg et al. 2015), LAT-1 (Müller et al. 2015), GPR114 (Wilde et al. 2016), als auch 
am GPR115 und GPR116 (Demberg et al. 2017). Die agonistischen Sequenzen 
befinden sich in allen Beispielen in dem Bereich direkt nach der Spaltungsstelle in der 
GPS und werden „Stachelsequenzen“ genannt (Liebscher et al. 2014). Die Spaltung 




den nicht spaltbaren GPR114 gezeigt werden (Wilde et al. 2016). Hier unterscheiden 
sich anscheinend aGPCR entscheidend von PARs. Diese müssen enzymatisch 
gespalten werden, um die Exposition des gebundenen Agonisten zu gewährleisten (Vu 
et al. 1991). Weitere Beispiele für Rezeptoren mit einer gebundenen agonistischen 
Sequenz finden sich in der Klasse der Rhodopsin-ähnlichen GPCR. Beispielsweise 
könnte der N-Terminus des MC4-Rezeptors einen gebundenen Agonisten enthalten, der 
die konstitutive Aktivität des MC4-Rezeptors ermöglicht (Srinivasan et al. 2004). Für die 
Glycoprotein-Hormonrezeptoren für LH, TSH und FSH wurde ebenfalls gezeigt, dass 
Peptide, die dem C-terminalen Teil des N-Terminus entsprechen, die Rezeptoren 
konstitutiv aktivieren können (Brüser et al. 2016). Auch eine weitere Untergruppe der 
LRR-beinhaltenden GPCR (LGRs) wird durch interne Agonisten aktiviert (Bruell et al. 
2017). Die Klasse C der LGRs enthält ein low-density lipoprotein class A (LDLa) Modul 
(Petrie et al. 2015), welches mit der ECL interagiert und die Aktivierung der relaxin family 
peptide Rezeptoren RXFP1 (Diepenhorst et al. 2014, Sethi et al. 2016) und RXFP2 
(Bruell et al. 2017) zur Folge hat. Eine proteolytische Prozessierung durch Trypsin dieser 
Rezeptoren wurde bisher nur für den TSH-Rezeptor beschrieben (Tanaka et al. 1999).  
Es wird diskutiert, ob die „Stachel“-Aktivierung für alle nachgeschalteten 
Signalwege benötigt wird (Kishore et al. 2016). Für GPR56 und BAI1 wurden „Stachel“-
lose Mutationen erzeugt, die in diversen Funktionsassays getestet wurden, unter 
anderem Ubiquitinylierung, transformierender Wachstumsfaktor alpha (TGFα)-
Ablösung, NFAT-Luziferase-Aktivität und β-Arrestin-Rekrutierung (Kishore et al. 2016). 
Für den BAI1 fand die Arbeitsgruppe um Randy Hall starke Signalfunktionen für die 
„Stachel“-lose Variante, während der GPR56 meist die Stachelsequenz für seine 
Signaltransduktion benötigt (Kishore et al. 2016). Daher schlussfolgert diese Studie, 
dass es sowohl „Stachel“-abhängige als auch „Stachel“-unabhängige Signalwege geben 
könnte (Kishore et al. 2016). Es ist denkbar, dass auch der GPR133 Stachel-
unabhängige Signalwege nutzt, auch wenn in der vorliegenden Untersuchung kein 
Hinweis dafür vorliegt. Allerdings wurden auch nicht alle möglichen Signalwege 
beleuchtet. Die „Stachel“-lose ΔGPS-CTF Variante des GPR133 sollte daher zukünftig 
auch in Ubiquitinylierungs- und β-Arrestin-Rekrutierungsstudien untersucht werden. 
4.2 Natürliche Varianten beeinflussen die zellulären Funktionen 
Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) untersuchen den Zusammenhang von 
SNP mit Phänotypen und Krankheitsbildern im Menschen und geben Hinweise, für 
welche physiologischen und pathophysiologischen Zusammenhänge einige Gene 
verantwortlich sein könnten. GWAS fanden SNP im Bereich des gpr133-Gens assoziiert 




schnelleren Herzfrequenz (Marroni et al. 2009), mit Veränderungen im Lipoproteinprofil 
(Kraja et al. 2013) und verknüpfen den gpr133 zudem mit Erkrankungen wie 
Pankreastumoren (Jones et al. 2008) und der Amyotrophen Lateral Sklerose (Xie et al. 
2014).  
Die vorliegende Arbeit untersuchte, ob und in welchem Ausmaß kleine 
Veränderungen auf genetischer Ebene (SNP) Einfluss auf die bisher bekannten 
zellulären Prozesse nehmen können. Diese Arbeit konnte zeigen, dass der GPR133 mit 
prototypischen GPCR vergleichbare Mutationsfrequenzen aufweist (vgl. Kapitel 3.2.1). 
In Bezug auf ihre intrazelluläre Signaltransduktion zeigten nsSNP eine breite Varianz 
funktioneller Auswirkungen (Abb. 12, vgl. Kapitel 3.2.2), obwohl das Spaltungsverhalten 
im Bereich der GPS nicht beeinflusst zu werden scheint (Abb. 17, vgl. Kapitel 3.2.9). 
Eine Bandbreite von totalem Funktionsverlust bis zu dem dreifachen der GPR133-
Signalaktivität scheint in einem mit dem Leben vereinbaren Bereich zu liegen, zumindest 
solange nur ein Allel beeinflusst ist. 
4.2.1 Validität der Daten 
Die Datenbankanalyse ergab 129 nicht-synonyme SNP wovon 109 analysiert und 
23 als funktionell relevant eingestuft wurden. Bis auf wenige Ausnahmen (siehe unten) 
wurden die funktionell relevanten nsSNP nur einmal in den untersuchten Populationen 
gefunden. Deshalb wurde bei der Bewertung der vorliegenden Daten bedacht, dass 
möglicherweise Sequenzierungsfehler ursächlich für manche der gelisteten nsSNP sein 
könnten. Daher ist die Reevaluation der Sequenzdaten ein entscheidendes Kriterium. 
Per Definitionem ist eine genetische Veränderung erst mit einer Häufigkeit von über 
einem Prozent ein SNP. Variationen mit einer geringeren Frequenz werden oft als „rare 
mutation“, also als seltene Mutation gehandhabt. Die meisten der hier untersuchten 
Variationen, besonders solche, die zu einer relevanten Funktionsänderung führten, 
erfüllen nach dieser Definition nicht die Kriterien eines SNP. Sie zählen eigentlich zu den 
seltenen Mutationen, werden im Folgenden jedoch weiterhin als nsSNP bezeichnet. Eine 
Reevaluation in anderen Populationen (wie beispielsweise der Sorben-Population, 
Tönjes et al. 2009) entspräche einer sehr aufwendigen, wahrscheinlich unerfolgreichen 
und daher unwirtschaftlichen Suche. Für Varianten aus der ClinSeq Studie war eine 
Validierung möglich. Diese ergab von manchen funktionell relevanten Mutationen eine 
beachtliche Übereinstimmung mit den gefundenen nsSNP in den Individuen (persönliche 
Kommunikation mit Dr. Biesecker). Dabei konnten einige der prominentesten nsSNP 
validiert werden. Zudem wurde eine Vielzahl der untersuchten nsSNP in mehreren 
Studien unabhängig voneinander identifiziert. Von den funktionell relevanten nsSNP 




Herkunft ebenso wie die Frequenz der Genotypen aller untersuchten nsSNP ist in der 
angehängten Excel-Datei bzw. als supplementary file von Fischer et al. 2016 
verzeichnet.  
4.2.2 Vergleichbarkeit der Analyse 
Die Häufigkeit der gefundenen allelischen Variationen im GPR133 ist vergleichbar mit 
denen der Rhodopsin-ähnlichen GPCR (vgl. Kapitel 3.2.1). Zudem zeigte eine Analyse 
von Kovacs und Schöneberg, dass die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten natürlicher 
Mutationen in der kodierenden Region des GPR133 mit den restlichen 32 humanen 
aGPCR vergleichbar ist (Kovacs & Schöneberg 2016). Diese Studie untersuchte zudem, 
wie häufig inaktive Mutationen pro Codon auftreten. Dabei wurden ausschließlich solche, 
die offensichtlich unfunktional sind, also Nonsense und Frameshift Mutationen betrachtet 
(Kovacs & Schöneberg 2016). Auch bei dieser Auswertung ist der GPR133 mit anderen 
aGPCR und den untersuchten nicht-aGPCR (Kovacs & Schöneberg 2016). Nun stellt 
sich jedoch die Frage: Ist die Ausbeute an funktionell relevanten nsSNP im GPR133 
normal im Vergleich zu anderen GPCR? Nach Sichtung der wissenschaftlichen 
Erkenntnisse konnte diese Frage nicht genau beantwortet werden. Bisher wurde keine 
ähnliche Analyse von SNP an einem oder mehreren GPCR durchgeführt, bei dem 
natürlich auftretende Mutanten funktionell untersucht wurden. Viele Datenbanken u.a. 
auch NaVa Database (Kazius et al. 2008), dbSNP (Sherry et al. 2001) oder GPCRdb 
(Isberg et al. 2016) treffen funktionelle Aussagen ausschließlich aufgrund von 
Vorhersage-Algorithmen, wie dem PolyPhen-Score (Adzhubei et al. 2010) oder dem 
SIFT-Algorithmus (Kumar et al. 2009) und bieten daher nur einen unzureichenden 
Vergleich. Allerdings ist es möglich die Anzahl an gefundenen funktionsverändernden 
Mutationen mit anderen GPCR zu vergleichen. Der Kalzium-sensitive Rezeptor (CASR) 
ist beispielsweise ein 1078 AA großes Protein aus der Klasse der Glutamat-ähnlichen 
GPCR. Über den Rezeptor verteilt wurden bereits 145 loss of function Mutationen 
detektiert, welche in Patienten mit familiärer hypokalziurischer Hyperkalzämie (FHH) 
und/oder neonatal schweren Hyperparathyreoidismus gefunden wurden, und 68 gain of 
function Mutationen, welche in Patienten mit autosomal-dominanter Hypokalzämie 
(ADH) gefunden wurden (Thompson et al. 2014). Im CASR sind demnach 213 
Mutationen bekannt, die zu einer Änderung der Rezeptorfunktion führen (Thompson et 
al. 2014). In Bezug auf die Proteingröße, sind also nahezu 20 % des Rezeptors von 
Krankheits-assoziierten Veränderungen betroffen. Im Vergleich dazu war der GPR133 
zu nahezu 15 % von nsSNP und zu 2,6 % von funktionell relevanten Varianten betroffen. 
Da bei dem GPR133 im Gegensatz zum CASR unklar ist, welche phänotypische 




weiterer Grund für den Unterschied zwischen den Ergebnissen kann eine 
unterschiedliche Definition der Wildtypaktivität sein. Für den GPR133 wurde eine 
Schwankungsbreite von ± 2 SD für funktionell relevante Varianten angenommen, 
während diese für CASR nicht genannt wurde (Thompson et al. 2014).  
Eine in silico Mutagenese am MC4R zeigte, dass rund 36 % aller Aminosäuren für die 
Rezeptorfunktion entscheidend sind (Bromberg et al. 2009). Für den GPR133 wurden 
hier dagegen nur rund 21 % der untersuchten Aminosäuren als funktionell relevant 
ermittelt (Tab. 9). Da hier allerdings auch nicht jede Position untersucht wurde und mit 
± 2 SD ein recht hoher Schwellenwert für die Normalfunktion angenommen wurde, 
unterscheiden sich die Ergebnisse um 15 %-Punkte. Zudem hat der MC4R mit nur 35 
Aminosäuren einen sehr viel kleineren extrazellulären N-Terminus. Weiterhin liegen im 
MC4R über 57 % der funktionell relevanten Positionen in der 7TM (Bromberg et al. 
2009), während für den GPR133 nur 17 % (4 von insgesamt 23 funktionell relevanten 
nsSNP, ohne Stopp-Mutation, ohne Frameshift) der funktionell relevanten Varianten 
dieser Domäne zugeordnet werden können. Allerdings gehören auch rund 50 % aller 
Aminosäuren des MC4R zur 7TM, während es im GPR133 aufgrund des großen 
extrazellulären N-terminalen Bereichs nur ca. 27 % sind. Ob der Unterschied der 
prozentualen Anteile an funktionell relevanten Positionen zwischen dem MC4R und dem 
GPR133 im normalen Schwankungsbereich einer solchen Analyse für verschiedene 
GPCR liegt, kann nicht ausgeschlossen werden, ist aber bisher nicht bekannt. Eine in 
silico Mutagenese kann außerdem eine in vitro Untersuchung der Rezeptorfunktion nur 
begrenzt ersetzen. Für die Untersuchung am MC4R wurde für 13 % der Daten keine in 
vitro Validierung gefunden, und könnten daher falsch-positiv sein (Bromberg et al. 2009). 
Im Vergleich zur in silico Mutagenese des MC4R (Bromberg et al. 2009) und auch zur 
vorher diskutierten Studie zum CASR (Thompson et al. 2014) scheint die vorliegende 
Analyse zu funktionell relevanten Varianten des GPR133 eher konservativ zu sein, mit 
einer scheinbaren Unterrepräsentation an funktionell relevanten Mutationen. 
An einem weiteren Vertreter der Rhodopsin-Klasse wurden die funktionellen 
Auswirkungen von Aminosäuresubstitutionen in einem größeren Bereich untersucht 
(Cöster et al. 2012). Dort wurden 66 Positionen der TM6 und TM7 des P2Y12 sättigend, 
d.h. jede Aminosäureposition wurde gegen jede weitere Aminosäure substituiert, mutiert 
und funktionell in vitro analysiert (Cöster et al. 2012). Da sich diese Analyse von Cöster 
auch mit der Konservierung der Aminosäuren über verschiedene Orthologe beschäftigt 
hat, erlaubt sie einen Vergleich zu der getroffenen Korrelation vom Grad der 
Konservierung mit der Rezeptorfunktion (vgl. Kapitel 3.2.10). Auch die Untersuchung am 
P2Y12 zeigt, dass eine hohe Konservierung eher mit Funktionsverlust und eine geringe 




An nur 7 Positionen wurden Mutationen identifiziert, die zu einer konstitutiven Aktivierung 
des P2Y12 führten, davon war eine Position nicht konserviert (mehr als 3 weitere 
Aminosäuren in Orthologen), 5 schwach konserviert (1-2 weitere Aminosäuren in 
Orthologen), und eine hoch konserviert (keine weitere Aminosäure in Orthologen) 
(Cöster et al. 2012). Dies entspricht einer Verteilung des Grades der Konservierung 
(hoch, schwach, keine) von Aminosäuresubstitutionen mit Funktionszunahme von 14 %, 
71 %, 14 % (Tab. 10). Positionen des P2Y12, deren Substitution entweder Mutationen 
ohne Funktion oder mit partieller Funktion hervorriefen (an 31 Positionen), waren 
hingegen nur an zwei Stellen nicht konserviert, 19 waren hoch konserviert und 10 
schwach konserviert (Cöster et al. 2012) (Tab. 10). Im Vergleich dazu wurden im 
GPR133-Protein 23 Positionen mit funktioneller Relevanz gefunden (Tab. 9). An 12 
Positionen wurde ein relevanter Funktionsverlust detektiert, davon waren acht hoch 
konserviert, drei schwach konserviert und nur eine nicht konserviert. An 11 Positionen 
wurde eine Funktionszunahme festgestellt, von denen eine Position hoch konserviert, 3 
schwach konserviert und 7 nicht konserviert waren (Tab. 10). Tendenziell wurde sowohl 
für den GPR133 als auch für den P2Y12 gefunden, dass weniger hoch konservierte 
Positionen eher eine Funktionszunahme hervorriefen, während hoch konservierte eher 
zu einem Funktionsverlust führten (Tab. 10). Dass eine Mutation an einer hoch 
konservierten Position mit einer Änderung in der Funktion korreliert, war nicht 
überraschend. Denn hoch konservierte Bereiche sind häufig für die Struktur und die 
Funktion von GPCR entscheidend. Daher nutzen auch verschiedene Algorithmen wie 
PolyPhen (Adzhubei et al. 2010) und SIFT (Kumar et al. 2009) diese Informationen. Neu 
war jedoch, dass eine Funktionszunahme häufiger an wenig bis nicht konservierten 
Positionen zu finden war.  
Tab. 10: Die prozentualen Anteile der Konservierungsgrade der funktionell relevanten Varianten des GPR133 
sind vergleichbar mit denen des humanen P2Y12 als Vertreter der Rhodopsin-ähnlichen GPCR 
 
Funktionsverlust 
(Konservierung: hoch, schwach, 
keine, in %) 
Funktionszunahme 
(Konservierung: hoch, schwach, 
keine, in %) 
GPR133 67, 25, 8 9, 27, 64 
P2Y12 (Cöster et al. 2012) 61, 32, 6 14, 71, 14 
Die Stopp und die frameshift Mutationen wurden ausgeschlossen. 
 
Der PolyPhen2-Score trifft eine Vorhersage, welchen Einfluss eine 
Aminosäuresubstitution auf die Struktur und Funktion eines humanen Proteins haben 
wird (Adzhubei et al. 2010). Auch für die hier untersuchten nsSNP wurde dieser 
Algorithmus angewandt (angehängte Excel-Datei und als supplementary file in Fischer 




(benign) und 1 „stark beeinträchtigend“ (probably damaging) bedeutet. Für Werte um 0,5 
gibt es noch die Einstufung „vielleicht problematisch“ (possibly damaging). Von den 107 
untersuchten nsSNP (die zwei längenverändernden Varianten Q600Stopp und C632fs 
wurden aus der Betrachtung ausgegrenzt) wurden 51 als unproblematisch, 21 als 
vielleicht problematisch und 35 als stark beeinträchtigend eingestuft. Da diese Arbeit 23 
funktionell relevante nsSNP identifizieren konnte, wäre es naheliegend, würden alle in 
die Kategorien „stark beeinträchtigend“ bis „vielleicht problematisch“ eingeordnet 
werden. Tatsächlich jedoch verteilen sich die gefundenen funktionell relevanten nsSNP 
auf alle drei Einstufungen. Es gehören 14 funktionell relevante nsSNP der Kategorie 
„stark beeinträchtigend“ an, 4 „vielleicht problematisch“ und 5 „unproblematisch“. Dabei 
sind alle funktionell relevanten nsSNP aus der Kategorie „unproblematisch“ mit einer 
Funktionszunahme verbunden, sodass diese Einordnung an sich nicht falsch ist. Unter 
den „vielleicht problematischen“ sind neben drei gain of function Varianten auch noch 
eine mit partiellem Funktionsverlust (S667L). Insgesamt deutete der Algorithmus 
funktionslose/funktionsbeeinträchtigte Varianten richtig. Allerdings scheint die Anzahl an 
Falschpositiven des PolyPhen2 Scores recht hoch. Einundzwanzig der als „stark 
beeinträchtigt“ deklarierten Varianten zeigten in der in vitro Untersuchung eine Wildtyp-
Rezeptor-ähnliche Funktion. Diese Differenz könnte durch die Beschränkung auf die 
Rezeptorfunktion mit den Messgrößen Signaltransduktion und Expression entstanden 
sein. Möglicherweise erfüllt der GPR133 in vivo weitere Funktionen (z.B. Adhäsion, 
Präsentation, G-Protein-unabhängige Signale), die durch solche Varianten 
beeinträchtigt sein könnten. 
4.2.3 Die Variantenanalyse ermöglicht Aussagen zu Struktur-Funktions-
Wechselwirkungen im GPR133  
Die Rezeptorfunktion wurde über die Höhe der Signalaktivität und der 
Membranexpression bestimmt, letztere als ein Parameter für die Proteinfaltung und 
Translokation. Die meisten Mutationen des Vasopression Typ 2 Rezeptors 
beispielsweise, die ursächlich für den nephrogenen Diabetes insipidus sind, zeigen 
signifikant reduzierte Signalfunktionen und Oberflächenexpressionen (Böselt et al. 
2012). Die meisten GPCR-Mutationen mit Funktionszunahme hingegen zeigen zumeist 
verminderte Oberflächenexpressionen, als Resultat von erhöhter Phosphorylierung, 
struktureller Instabilität und erhöhter Internalisierung und Degradierung, und gehen 
zugleich mit signifikant erhöhten basalen Signalaktivitäten einher (Parnot et al. 2002, 
Seifert & Wenzel-Seifert 2002, Schöneberg et al. 2004, Janovick et al. 2012).  
Der nsSNP M1T (rs144264048, T > C), der das Startmethionin in Threonin umwandelt, 




Translokation in die Zellmembran. Diese Erkenntnis ist mit einer Studie von Kozak 
vereinbar, in der herausgefunden wurde, dass eine Ein-Basen-Änderung des AUG 
trotzdem als Initiator-Codon fungieren kann. Die Effizienz für die Initiation des ACG ist 
dagegen unter 3 % im Vergleich zu AUG (Kozak 1989). Weiterhin gibt es Studien von 
existierenden AUG-ACG Mutationen im humanen α-Globulin Gen, welches in einer 
reduzierten Genexpression und einer klinischen Thalassämie resultiert (Pirastu et al. 
1984). Auch die mögliche Nutzung eines alternativen Translationsstarts wurde 
untersucht (Abb. A4). Das nächste Methionin in der Proteinkette an Position 154 liegt 
am Anfang der PTX und wurde künstlich als Proteinbeginn erzeugt. Zur Detektion der 
Expression wurde ein HA-Epitop in 5‘ Richtung nach dem alternativen Beginn eingefügt. 
Das Protein wird in der Gesamtzelle mit knapp 30 % des Wildtyprezeptors sehr gering 
exprimiert, es wird nicht in die Zellmembranen transloziert und resultiert nicht in einer 
Aktivierung des CRE-SeAP (Abb. A4). Somit scheint es unwahrscheinlich, dass diese 
Position als alternativer Translationsstart bei M1T genutzt wird. 
Alle funktionell relevanten nsSNP innerhalb der PTX-Domäne des GPR133 führten zu 
einer beeinträchtigten Oberflächenexpression und nachfolgend zu einer zumeist deutlich 
reduzierten Signalweiterleitung über CRE (Abb. 13). Auch die Deletion der PTX als 
Ganzes zeigte ähnliche Auswirkungen (Abb. 6). Es wäre möglich, dass die PTX-Domäne 
eine strukturelle Determinante für die Faltung des Proteins bzw. die Translokation zur 
Zellmembran darstellt und damit die Signaltransduktion entscheidend beeinflusst. 
Interessanterweise liegt die Bindungstasche für den endogenen Liganden des GPR126, 
Kollagen IV, in der CUB/PTX-Domäne (Paavola et al. 2014). Ob die PTX-Domäne des 
GPR133 für die Bindung eines endogenen Liganden verantwortlich ist, ist bisher 
unbekannt. Die Kristallstruktur des gesamten extrazellulären Anteils des GPR56 konnte 
inzwischen gelöst werden (Salzman et al. 2016). Dabei wurde eine Domäne entdeckt, 
die Ähnlichkeiten zu PTX- und Laminin/Neurexin/Sexhormon-bindende-Globulin (LNS)-
Domänen aufweist, die PLL (PTX-LNS-Like). Die Mutation H89A des PLL vom GPR56, 
einer hoch konservierten Stelle über verschiedene Pentraxine, die dem HxCxxWxxxxG 
Motiv angehört, führte in vivo zu einem Myelinisierungsdefekt im Zebrafisch ohne die 
Oberflächenexpression oder Basalaktivität in vitro zu beeinflussen (Salzman et al. 2016). 
Dieses Motiv ist in ähnlicher Form auch in der PTX des GPR133 vorhanden, wobei nur 
das Cystein durch Leucin ausgetauscht ist.  
Von den 17 Mutanten des NTF führten 8 zu einer signifikanten Erhöhung der CRE-
Signalaktivität ohne die Oberflächenexpression zu erhöhen und zählen daher zu den 
konstitutiv aktiven Mutanten (Abb. 13). Sechs davon liegen innerhalb der β-Faltblatt-
reichen Subdomäne B der GAIN-Domäne. Der nsSNP A448D (rs200173874, C > A) liegt 




Subdomäne B der GAIN-Domäne (Araç et al. 2012) (Abb. A1). Da sie nicht in 
ausreichendem Maße an die Zelloberfläche transloziert wurden, war sie sowohl basal 
als auch nach p13-Stimulation nicht funktionell (Abb. 13, Abb. 15). Die Relevanz der 
Position A448 wird durch die hohe evolutionäre Konservierung über die Orthologe 
(Abb. 18) unterstrichen. Die vorliegenden Daten führten zu der Vermutung, dass die 
Veränderung A448D zu einer Fehlfaltung des Proteins und einer Retention in der Zelle 
führen könnte (Abb. 20). Bereits früher wurde gezeigt, dass Punktmutationen in der 
GAIN, hier der Austausch der Cysteine in der GPS des GPR126 zu Serin, die Spaltung 
des Rezeptors verhindern und zur Aktivierung des Rezeptors führen können (Moriguchi 
et al. 2004, Liebscher et al. 2014). Für die Spaltung des GPR133 scheinen die 
untersuchten Positionen hingegen nicht von Bedeutung zu sein (Abb. 17). 
Bemerkenswert ist weiterhin, dass von den sechs untersuchten nsSNP innerhalb der 
höchst konservierten GPS kein nsSNP gefunden wurde, der die Rezeptoraktivität 
signifikant beeinflusst. Hingegen wurde in der „Stachel“-Region (vgl. Kapitel 3.1) des 
GPR133 noch kein nsSNP gefunden.  
In der 7TM gibt es einige nsSNP, die zu einem Funktionsverlust des GPR133 
führten. In der ICL2 liegt S667L (rs377401276, C > T). Diese Änderung führte zu einem 
partiellen Funktionsverlust (Abb. 14), welcher auch nach p13-Zugabe bestand (Abb. 15). 
Die Position ist nicht nur über die 74 Vertebraten GPR133-Orthologe (Abb. 18), sondern 
auch innerhalb der aGPCR Gruppen I, II und V hoch konserviert (Abb. 19). In Rhodopsin-
ähnlichen GPCR ist die ICL2 an der Interaktion mit der G-Protein-α-Untereinheit beteiligt 
(vgl. Kapitel 1.1) (Rasmussen et al. 2011, Venkatakrishnan et al. 2013). Daher wäre es 
möglich, dass S667L in der ICL2 des GPR133 die G-Protein-Interaktionsoberfläche 
modifiziert und/oder die inaktive Rezeptorkonformation stabilisiert (Abb. 20).  
Die Ausrichtung der TM6 ist für die Aktivierung von Rhodopsin-ähnlichen GPCR 
von großer Bedeutung (Schwartz et al. 2006). In der TM6 gibt es zwei nsSNP, die zu 
einem Funktionsverlust des GPR133 führten. Die A761E6.38/6.41wootten (rs369201469, 
C > A) führte zwar nur tendenziell zu geringeren CRE-Signalen und 
Oberflächenexpressionen (Abb. 14A), nach p13-Applikation war jedoch keine 
Aktivierung des Rezeptors mehr möglich (Abb. 15). Die Position A761 liegt 
wahrscheinlich recht tief in der Membran (Abb. A1). Die V764M6.41/6.44wootten 
(rs149434203, G > A) hingegen reduzierte sowohl die Signaltransduktion als auch die 
Oberflächenexpression (Abb. 14A), und führte nach p13-Applikation zu einem partiellen 
Funktionsverlust (Abb. 15). Die Peptidliganden der Sekretin-ähnlichen GPCR binden 
sowohl an Positionen der extrazellulären Schlaufen als auch an Positionen tief im 
Helixverbund (Hollenstein et al. 2014). Nachdem früher angenommen wurde, dass die 




Aufklärung der Kristallstrukturen des Glukagon-Rezeptors und des CRF1 gezeigt, dass 
die Aminosäuren viel tiefer im Transmembranverbund liegen (Hollenstein et al. 2014). 
Mutationen an der Position 6.35wootten führen in Sekretin-ähnlichen GPCR zu einer 
veränderten Ligandenbindung (Hollenstein et al. 2014). Zudem existiert eine Salzbrücke 
von der Position 6.37wootten zur TM2 (R2.46) (Hollenstein et al. 2014). Es wurde gezeigt, 
dass der Antagonist CP-376395 hydrophobe Interaktionen mit T6.42wootten, L6.45wootten, 
L6.49wootten und G6.50wootten von CRF1 und dem Glukagon-Rezeptor eingeht (Hollenstein et 
al. 2014). Im Glukagon-Rezeptor verbindet eine Wasserstoffbrücke zwischen Y3.44 wootten 
und L6.49 wootten die TM3 mit der TM6 (Hollenstein et al. 2014). Welche Rolle die Positionen 
A7616.38/6.41wootten bzw. V7646.41/6.44wootten im GPR133 bzw. in aGPCR bezüglich der 
Liganden-/Stachel-/Bindung bzw. G-Protein-Interaktion haben (Abb. 20), oder welche 
Aminosäuren an der Konformationsänderung mit beteiligt sind, muss zukünftig weiter 
untersucht werden. Eine aGPCR-Kristallstruktur würde dafür einen guten Startpunkt 
liefern. 
Die Position N7957.54/7.46wootten in der TM7 scheint für die Struktur des GPR133 von 
besonderer Bedeutung zu sein. Eine Veränderung zu Lysin durch den nsSNP 
rs369853823 (C > A) führte zu einem kompletten Funktionsausfall, bei dem nicht nur die 
Translokation zur Membran und die Signaltransduktion beeinträchtigt wurde, auch die 
Proteinbildung in der Gesamtzelle wurde reduziert (Abb. 14A). Selbst die Einführung in 
die konstitutiv aktive P2Y12-CTF Variante konnte den Verlust der G-Protein-vermittelten 
zellulären Antwort nicht ausgleichen (Abb. 14B). Eine Stimulation durch p13 ist ebenfalls 
nicht möglich (Abb. 15). Die Position N7957.54/7.46wootten ist zudem hoch konserviert sowohl 
über die aGPCR der Subklassen I, II, V, VI und IX als auch im humanen PTH-1 (Abb. 19) 
und ist Teil des hoch konservierten NSLQG-Motives der aGPCR (vgl. Kapitel 3.3). Im 
GLP1 formen die Positionen Q7.49wootten und Y7.57wootten mit Aminosäureresten der TM2 und 
TM3 Wasserstoffbrückenbindungen und stabilisieren so die Positionierung der einzelnen 
Transmembranen zueinander (Wootten et al. 2013). Trotzdem die Mutation N795K in 
einer dysfunktionalen Membrantranslokation mündete, wurde ein ca. 80 kDa großes N-
terminales Fragment (NTF) durch die Autoproteolyse erzeugt (Abb. 17). Der GPR133 
besitzt neun Asparagin-verknüpfte Glykosylierungsstellen (Erkennungssequenz: NxS/T, 
mit x ≠ P). Welche davon tatsächlich posttranslational glykosyliert werden, ist bisher 
unbekannt. Ohne zusätzliche Glykosylierungen sollte der N-Terminus bis zur 
Spaltungsstelle in der GPS rechnerisch 78 kDa groß sein. Jede Glykosylierung würde 
nochmals ungefähr 2 kDa ausmachen, sodass ein Spektrum von 78-96 kDa entstehen 
könnte. Dabei scheint der NTF von N795K nicht oder nur wenig durch Glykosylierungen 
posttranslational modifiziert zu werden (nur eine Bande bei ca. 80 kDa im Western Blot 




verknüpfte Glykosylierungen im P2Y12 nicht für die Oberflächenexpression benötigt 
werden, sie sind allerdings für die Signaltransduktion entscheidend (Zhong et al. 2004). 
Welcher Mechanismus letztendlich zu einer gestörten Expression und 
Signalweiterleitung führt, kann nicht abschließend beantwortet werden. Ob die N795K-
Mutation (Abb. 20) eine Veränderung der Positionierung der Transmembrandomänen 
zueinander verursacht, oder ob sie für die Glykosylierung möglicherweise entscheidend 
ist, sollte zukünftig untersucht werden. Auch in einem anderen aGPCR wurde ein nsSNP 
im sieben-Transmembranbereich identifiziert. Im GPR126 führt dieser nsSNP zu einer 
Mutation in der TM5 und wird mit der Entstehung einer bakteriellen 







Abb. 20: Einflussmöglichkeiten von GPR133-Varianten  
(A) Der synthetische Agonist p13 (gelber Halbmond), der der Stachelsequenz entspricht, ist in der 
Lage den Wildtyprezeptor (wt) zu aktivieren, welches zu einem starken intrazellulären Signal führt. Die 
natürlichen Varianten S667L (in der ICL2) und V764M (in der TM6) werden durch p13 nur partiell 
aktiviert, und resultiert in einem schwächeren Signal. Ursachen hierfür könnten eine Stabilisation der 
inaktiven Rezeptorkonformation sein oder eine Modifikation der G-Protein-Interaktionsoberfläche. 
Hingegen können (B) die natürlichen Varianten A448D (in der GAIN), A761E (in der TM6) und N795K 
(in der TM7) nicht durch p13 aktiviert werden. A448D und N795K münden in einer fehlenden 
Membranexpression, weshalb eine Fehlfaltung des Proteins oder eine Retinierung in der Zelle 
mögliche Ursachen für die fehlende Aktivierbarkeit sein können. Andererseits wird A761E in den 
Zellmembranen exprimiert, kann jedoch nicht durch p13 aktiviert werden. Die Mutation könnte daher 







In vielen Rhodopsin-ähnlichen GPCR gibt es direkt nach der TM7 eine helikale 
Struktur, die zytosolisch entlang der Membran liegt und direkt nach dem NPxxY Motiv 
beginnt: die Helix 8 (Huynh et al. 2009). Für aGPCR kann aufgrund der fehlenden 
Kristallstruktur zum jetzigen Zeitpunkt nur über das Vorhandensein einer Helix 8 
spekuliert werden. Die Helix 8 entspricht einer 10-15-Aminosäure-langen Verlängerung 
der TM7 und ist amphiphil (basische oder saure Aminosäure neben einem 
hydrophoben/aromatischen Kern) (Huynh et al. 2009). Weiterhin ist bekannt, dass über 
Cysteinreste, die sich im Anschluss an diese amphiphile Helix befinden, in Rhodopsin-
ähnlichen GPCR durch Acylierung in der Membran verankert werden (Huynh et al. 
2009). Nach einem Sequenzvergleich mit dem humanen Rhodopsin könnte in aGPCR 
eine Helix 8 möglicherweise mit CxLNxEV am Ende der TM7 beginnen (Abb. 19). Die 
Helix 8 soll nicht nur wichtig für die Expression und den Transport, für die G-Protein-
Kopplung und –Aktivierung, für die Rezeptorinternalisierung und -Dimerisierung sein, sie 
soll zudem eine Rolle haben für die intrazelluläre Signalweiterleitung (rezensiert in 
Huynh et al. 2009). Weiterhin soll die Helix 8 mit der TM7 eine Interaktion aufweisen, die 
in einigen Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren die aktive Konformation stabilisiert (Huynh 
et al. 2009). Auch in Sekretin-ähnlichen Rezeptoren wird das Vorhandensein einer 
Helix 8 vermutet (Conner et al. 2008). Der Hydrophobicity Plot des GPR133 zeigt für die 
TM6 und TM7 eine große hydrophobe Struktur (Abb. A5). Ob darin eine Helix 8 integriert 
ist, ist nicht bekannt. Falls dem so wäre, könnte die Position A8167.75/7.67wootten, die im 
C-terminalen Teil des GPR133 kurz nach der TM7 liegt, zu dieser Struktur gehören. Die 
Position ist sehr hoch konserviert, denn es gibt sowohl in den verglichenen 74 
Orthologen (Abb. 18) als auch in den Gruppen III, V, VI, VII und im CRF1 (Abb. 19) keine 
andere tolerierte Aminosäure. Der nsSNP A816T7.75/7.67wootten (rs368828722, G > A) führt 
zu einem partiellen Funktionsverlust mit reduzierter Membranexpression und CRE-
Signaltransduktion (Abb. 14A). Eine Aktivierung durch den „Stachel“-Agonisten p13 war 
nur bedingt (auf ein deutlich reduziertes Niveau im Vergleich zum Wildtyprezeptor) 
möglich (Abb. 15). Ob aGPCR ebenfalls eine Helix 8 haben, in der A8167.75/7.67wootten 
möglicherweise eine entscheidende Rolle für die Signaltransduktion, Konformation oder 
G-Protein-Kopplung spielt, sind Fragen die zukünftig adressiert werden sollten. 
Im Gegensatz zu Rhodopsin-ähnlichen GPCR bestehen aGPCR-Gene häufig aus 
sehr vielen Exons. Diese können durch alternatives Spleißen unterschiedlich 
zusammengesetzt werden, wodurch Isoformen entstehen können (Bjarnadóttir et al. 
2007b). Ein Beispiel ist der GPR114 der durch diesen Vorgang zwei Isoformen erhält, 
die sich nur durch das Vorhandensein eines Glutamins in der GPS unterscheiden und 
die stark unterschiedliche Basalaktivitäten besitzen (Wilde et al. 2016). Trotzdem der 




1.5), liegt keiner der untersuchten nsSNP an einer Exon-Intron-Grenze bzw. Spleiß-
Stelle. 
4.2.4 SNP als mögliche Ursache für Phänotypen im Menschen  
Die vorgelegte Analyse untersuchte 109 nsSNP des GPR133, mit 95 nsSNP aus 
Studien mit pathophysiologischem Fokus: (1) koronare Gefäßerkrankungen (ClinSeq 
Studie, Biesecker et al. 2009), (2) malignant Tumore (Samual‘s Labor, Wei et al. 2011 
sowie COSMIC, Forbes et al. 2017) und (3) Herz-, Lungen- und Blut-Krankheiten 
(NHLBI-ESP Studie, Tennessen et al. 2012). Lediglich 20 der nsSNP aus Studien mit 
pathophysiologischem Hintergrund resultierten hierbei in signifikanten 
Funktionsveränderungen (10 Funktionszunahme, 10 Funktionsverlust, Abb. 12 und 
angehängte Excel-Datei).  
Der GPR133 wurde mit einer Erhöhung der Herzfrequenz assoziiert (Marroni et 
al. 2009) und mit Veränderungen im Lipoproteinprofil (Kraja et al. 2013). 
Interessanterweise stammt der nsSNP mit der höchsten konstitutiven Aktivität aus einer 
Kohorte, deren ursprünglicher Fokus auf Herz-Kreislauferkrankungen lag. Trotzdem 
wurde F383S (rs200232576, T > C) nur in einer Person der ClinSeq-Kohorte (Biesecker 
et al. 2009) gefunden, die keine auffälligen Zeichen einer koronaren Herzerkrankung 
zeigte (persönliche Kommunikation mit Dr. Biesecker). Die Position F383 ist konserviert 
und wird ausschließlich durch Tyrosin in den Orthologen ersetzt (Abb. 18). Die 
überaktive F383S liegt im zweiten β-Faltblatt der Subdomäne B der GAIN (Araç et al. 
2012) und wird durch Stimulation mit p13 noch aktiver. Auch die nsSNP D453N und 
E413K führen zur konstitutiven Aktivierung des GPR133 und liegen in der GAIN 
(Abb. A1, angehängte Excel-Datei). Beide Varianten stammen jeweils aus zwei 
voneinander unabhängigen Studien (vgl. Kapitel 4.2.1), wodurch das Vorhandensein 
konstitutiv aktiver Mutationen des GPR133 im Menschen bestätigt wird.  
Im GPR126 wurden genetische Varianten entdeckt, die für die Ausbildung der 
Arthrogryposis multiplex congenita, einer angeborenen Gelenksteife verantwortlich sind, 
und zu vorzeitigen Aborten und dem Tod kurz nach der Geburt führten (Ravenscroft et 
al. 2015). Dabei waren die Eltern heterozygote und gesunde Träger. Ihre homozygoten 
Nachkommen zeigten dann jedoch eine Stoppmutation, einen mutagenen SNP in der 
GAIN (V741E, kurz vor der GPS) bzw. einen Frameshift im GPR126 mit den genannten 
Folgen (Ravenscroft et al. 2015). Interessanterweise verhindert die Mutation V741E die 
autoproteolytische Spaltung und beeinträchtigt zudem die Myelinisierung (Ravenscroft 
et al. 2015). Bis jetzt wurde noch kein Mensch gefunden, in dessen Genom eines der 
funktionell relevanten nsSNP im GPR133 homozygot auftrat. Ob Veränderungen im 




führen, wird erst durch künftige Untersuchungen eines GPR133 knock-out Tiermodells 
aufgeklärt werden können.  
Der nsSNP A446V (COSM1511203, A > G), ebenfalls Teil der Subdomäne B 
(Abb. A1), wurde ursprünglich durch eine Studie auf der Suche nach Genen gefunden, 
die die Körpergröße beeinflussen (Kim et al. 2012), und wurde zudem in 
Lungenkrebsgeweben identifiziert (COSMIC, Forbes et al. 2017). In der vorliegenden 
Untersuchung zeigte diese Änderung wt-ähnliche Funktionen (angehängte Excel-Datei). 
Diese Veränderung ist eine von acht nsSNP aus Karzinomproben, die in keiner 
signifikanten Funktionsänderung des GPR133 münden (vgl. Tab. 8, angehängte Excel-
Datei). Es wurden neben den drei funktionell relevanten nsSNP aus der Melanomstudie 
(E78K, E178K, G195R) auch die loss of function Mutation S667L im ICL2 des GPR133 
in tumorösen Ösophagusproben identifiziert (COSMIC, Forbes et al. 2017). Einige 
funktionell relevante nsSNP in der PTX-Domäne (E78K, E178K, G195R) wurden durch 
die Untersuchung mit Bezug zu Melanomen gefunden. Eine Beteiligung des GPR133 an 
der Entstehung dieses Hautkrebses müsste im Weiteren untersucht werden. Da bis auf 
zwei nsSNP (Ösophaguskarzinom S667L [ILC2], Prostatakarzinom R673H [TM4]) die 
restlichen zehn Varianten aus Karzinomgewebeproben im NTF des GPR133 lokalisiert 
sind, wäre es denkbar, dass auch der GPR133 über die bimodalen Funktionen des NTF 
und CTF unterschiedliche physiologische Aufgaben erfüllt, wie das am Beispiel des 
Lphn-1 Homolog LAT-1 in C. elegans und am GPR126 in Zebrafischen und Mäusen 
gezeigt werden konnte (Prömel et al. 2012a, Patra et al. 2013). 
Eine physiologische Funktion im Gastrointestinalsystem scheint für den GPR133 
ebenfalls wahrscheinlich. Der GPR133 wird nicht nur im gesamten Gastrointestinaltrakt 
exprimiert (Badiali et al. 2012). Auch in gastrointestinalen Stromatumoren wurde der 
GPR133 hochreguliert gefunden (Gromova et al. 2009), der GPR133 ist mit 
Pankreastumoren assoziiert (Jones et al. 2008) und zwei der hier untersuchten nsSNP 
wurden in Tumorgeweben des Gastrointestinaltrakts identifiziert (Ösophagus S667L, 
Dickdarm A441T, Tab. 8). 
Neben diesen Aspekten scheint eine Rolle in der Tumorentwicklung für den 
GPR133 immer wahrscheinlicher, da er auch selektiv auf humanen CD133+ Glioblastom 
Stammzellen exprimiert wird (Bayin et al. 2016). Glioblastome sind häufig im inneren der 
Tumore mit Sauerstoff unterversorgt. Diese Hypoxie scheint eine Hochregulation der 
GPR133-mRNA zu induzieren. Die Studie schlussfolgert sogar, dass der GPR133 das 
Wachstum und Fortschreiten von Glioblastomen fördert (Bayin et al. 2016).  
Diese Arbeit untersuchte zudem zwei Varianten, die zu einer Veränderung des 
offenen Leserahmens (Open Reading Frame) und somit der Länge des Proteins führten. 




vor der zweiten Transmembrandomäne und zeigte wie vermutet keine G-Protein-
vermittelten Signale (Abb. 16). Dieser nsSNP wurde heterozygot in einer einzelnen 
Person der ClinSeq Studie gefunden. Auch wenn die Person einen leicht erhöhten 
Blutdruck und erhöhte Blutlipide zeigte, war kein klares Zeichen einer koronaren 
Gefäßerkrankung zu erkennen (persönliche Kommunikation mit Dr. Biesecker). In der 
Summe gibt es mindestens zwei natürliche Varianten, die aufgrund der Größenänderung 
der Proteinkette zu einem nicht funktionalen GPR133-Rezeptor führen. Eine derartige 
Trunkierung der 7TM würde bei klassischen Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren als 
dysfunktional angesehen werden. Im Gegensatz dazu können aGPCR bimodale 
Funktionen haben (Prömel et al. 2012b, Patra et al. 2013, Petersen et al. 2015). Dabei 
kann der CTF intrazelluläre Signalkaskaden „cis-signalling“ in Gang setzen, während der 
NTF das „trans-signalling“ zu anderen Zellen vermittelt. Derzeit gibt es keine 
Veröffentlichung zu einem GPR133-Tiermodell. Daher sind die individuellen Funktionen 
und die physiologische Relevanz von NTF vs. CTF völlig unbekannt.  
 
Zusammenfassend konnte keine Assoziation von einer untersuchten funktionell 
relevanten Variante mit einem Phänotyp im Menschen gefunden werden. Trotzdem 
wurden zwei nsSNP mit signifikant geringerer und ein nsSNP mit erhöhter 
Signalkapazität in malignant Melanom-Proben und zudem ein loss of function nsSNP in 
Ösophaguskarzinomgewebe gefunden. Da alle funktionell relevanten Varianten in 
erwachsenen Personen gefunden wurden, kann davon ausgegangen werden, dass eine 
Inaktivierung oder konstitutive Aktivierung von nur einem Allel des GPR133 mit dem 
Leben vereinbar ist und nicht in einem klinisch relevanten Phänotyp im Menschen 
resultiert. Dennoch können Assoziationen von nsSNP im gpr133-Gen mit Krankheiten 





Die Gruppe der Adhäsions-GPCR (aGPCR) hat 33 Vertreter im Menschen und ist 
unter anderem für Embryonalentwicklung, Nervenentwicklung, Myelinisierung, 
Immunfunktion und Tumorwachstum mitverantwortlich. Ein Vertreter dieser Gruppe ist 
der GPR133 (ADGRD1). Anhand dieses Rezeptors konnte im Jahr 2011 eine 
funktionelle Interaktion eines aGPCRs mit dem Gs-Protein bewiesen werden 
(Bohnekamp & Schöneberg 2011). Diese geht mit einer Erhöhung intrazellulärer cAMP-
Spiegel und nachgeschalteter Signalmoleküle, wie dem cAMP response element (CRE) 
einher. Weiterhin ist eine Gi-Kopplung unter Verwendung einer Gαqi4-Chimäre in Inositol-
Phosphat-Akkumulationsassays gezeigt worden (Liebscher et al. 2013).  
Welche Relevanz der GPR133 physiologisch hat, ist bisher nicht bekannt. Der 
GPR133 wird in Zusammenhang mit verschiedenen konstitutionellen Faktoren gebracht: 
wie der Körpergröße (Tönjes et al. 2009, Kim et al. 2012, Kim et al. 2013), dem 
Körpergewicht (Chan et al. 2012, Mansego et al. 2015), aber auch der Herzfrequenz 
(Marroni et al. 2009, Zhang et al. 2017) und dem Lipoproteinprofil (Kraja et al. 2013). 
Auch wird ihm eine Rolle in der Krebspathophysiologie von Pankreas- (Jones et al. 2008) 
und Hirntumoren (Bayin et al. 2016) zugesprochen. Viele Zusammenhänge entspringen 
der Untersuchung von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP) in genomweiten 
Assoziationsstudien, welche jedoch keine kausalen Aussagen über potentielle 
Veränderungen in der Rezeptorfunktion ermöglichen.  
Die vorliegende Arbeit analysierte die Art von beschriebenen SNP und deren 
Einfluss auf das Signalverhalten des humanen GPR133. Ein besonderer Fokus lag 
daher auf kodierenden SNP, die zu einer Aminosäureänderung auf Proteinebene führten 
(nicht-synonyme (ns)SNP). Diese wurden kloniert und in vitro auf ihre zellulären 
Funktionen (CRE-Aktivierung, Oberflächen- und Gesamtzellexpression) untersucht. 
Damit die nsSNP vollumfänglich untersucht werden konnten, fokussierte sich diese 
Arbeit zunächst auf die Analyse struktureller Elemente innerhalb des Rezeptors 
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Signaltransduktion und auf den 
Aktivierungsmechanismus des GPR133. Dabei konnte die vorliegende Arbeit folgende 
Ergebnisse ermitteln. 
 
(1) Wird die Pentraxin (PTX)-Domäne im N-terminalen Fragment (NTF) des 
GPR133 entfernt, ist der Rezeptor in seiner Funktion stark beeinträchtigt. Dabei werden 
sowohl die Oberflächenexpression, als auch die Gs-vermittelte Signaltransduktion 
vermindert. Der GPR133 wird durch Einkürzen des N-Terminus bis zur 




Trunkierung der restlichen GPS nivelliert. Ein Alaninscan und ein Peptidscreen führten 
zur Ermittlung eines 13-Aminosäure-langen Peptides (p13), das der Sequenz nach der 
Spaltstelle entspricht und den Rezeptor aktivieren kann. Das p13 ist in der Lage den 
Rezeptor konzentrationsabhängig und spezifisch zu aktivieren. Die Ergebnisse führten 
zusammen mit den Resultaten, die zuvor am GPR126 erlangt wurden, zur Entdeckung 
des gebundenen Agonisten, dem „Stachel“ (Liebscher et al. 2014). Seither wird 
postuliert, dass aGPCR endogen durch sich selbst aktiviert werden können, nachdem 
ein noch unbekanntes Signal zu strukturellen Veränderungen des NTF und der 
Stachelsequenz führen. Dies wiederum erlaubt eine Bindung des „Stachel“-Agonisten 
an seine Bindungstasche innerhalb der 7TM, die die Aktivierung der G-Protein-
vermittelten Signalkaskade initiiert.  
 
(2) Es gibt im Menschen natürlich vorkommende genetische Varianten des 
GPR133. Die Analyse von über 1000 sequenzierten Genomen (1000Genomes), Exome 
Sequenzierungsprojekten (NHLBI-ESP, ClinSeq) und der Haplotype Map ergaben fast 
9000 SNP im humanen gpr133-Gen. 
 
(3) Mit einer Frequenz von ungefähr 24,8/100 Codons treten SNP am gpr133 mit 
klassischen Rhodopsin-ähnlichen GPCR vergleichbar häufig auf.  
 
(4) 2,4 % der SNP befinden sich in Exon-Regionen des gpr133-Gens und führen 
zu 129 Aminosäureveränderungen an 119 Positionen und verteilen sich dabei 
gleichmäßig über den gesamten Rezeptor.  
 
(5) Hinsichtlich ihrer Signalfunktion und Oberflächenexpression unterschieden sich 
23 nsSNP um mehr als zwei Standardabweichungen vom Wildtyp-Rezeptor und wurden 
daher als funktionell relevant eingestuft.  
 
(6) Funktionell relevante nsSNP kommen in keiner Domäne gehäuft vor. nsSNP 
im NTF führten vorwiegend zu einer Funktionssteigerung im cis-signaling (gain of 
function, z. B. G141D, F383S, D453N). Dabei verhielten sich die funktionellen 
Bestandteile des NTF unterschiedlich: die nsSNP in der PTX führten zum 
Funktionsverlust (loss of function, z. B. E178K, G195R), wohingegen Veränderungen im 
restlichen NTF und in der GAIN in einer Erhöhung der Basalaktivität resultierten. 





(7) Das synthetische „Stachelpeptid“ p13 aktivierte viele aber nicht alle durch 
funktionell relevante nsSNP (z. B. A448D, S667L, A761E, V764M, N795K) modifizierte 
GPR133-Varianten. Dies gibt Hinweise für mögliche strukturelle Determinanten im 
Rezeptorprotein des GPR133.  
 
(8) Es wurden zwei Varianten gefunden, die den offenen Leserahmen beeinflussen 
und so zu einer Verkürzung (Q600Stopp) bzw. einer Verlängerung (C632fs) des Proteins 
führen. Beide Varianten zeigen kein cis-signalling. Daher sollte die möglicherweise 
unabhängige Rolle des NTF im physiologischen Kontext untersucht werden. 
 
(9) Die Auswirkung der natürlich vorkommenden Variationen korrelierte mit der 
Konservierung der Positionen über die Orthologe. Hoch konservierte Stellen führten 
vorwiegend zu einem Funktionsverlust, während weniger konservierte Bereiche eher zu 
einer Funktionszunahme führten.  
 
(10) Natürlich vorkommende Variationen im gpr133-Gen des Menschen führten zu 
einem breiten Spektrum an funktionellen Auswirkungen. Von komplettem 
Funktionsverlust bis hin zum 3-fachen der Normalfunktion waren möglich. Da alle nsSNP 
in erwachsenen Personen gefunden wurden, scheinen heterozygote Varianten im 
gpr133 mit dem Leben und der Ontogenese vereinbar zu sein. 
 
(11) Es gibt Menschen mit dysfunktionalem GPR133. Diese Varianten wurden 
heterozygot in Erwachsenen ohne gravierende Phänotypen gefunden. Welchen 
Phänotyp ein homozygoter Nachkomme hätte, ist bisher unklar und sollte in einem 
knock-out Tiermodell untersucht werden.  
 
(12) Zudem offenbart ein Alignment über diverse Orthologe der aGPCR 
evolutionär konservierte und daher für die Proteinstruktur und Funktion wichtige 
Positionen und Motive. Dabei wurde zudem die Position N795 als Teil eines hoch 
konservierten NSLQG-Motives der TM7 identifiziert. Zukünftige Studien sollten 
konservierte Motive in aGPCR näher analysieren, um auch zu untersuchen, wo die G-
Protein-Interaktionsoberfläche und die Liganden-Bindungstaschen in aGPCR zu finden 
sind. Hier wäre eine Kristallstruktur von Vorteil. 
 
Diese Arbeit befasste sich eingehend mit nsSNP, die sich um 2 SD vom wt 
unterschieden. In dieser Arbeit wurde zusätzlich die A761E, die sich nur um 1 SD vom 




Funktionsverlust der Basalaktivität aufgezeigt hat, konnte hier festgestellt werden, dass 
die Variante durch den synthetischen Peptidagonisten p13 nicht aktivierbar war. Somit 
scheint die Position in der TM6 für die Aktivierung durch den Stachelagonisten wichtig 
zu sein. Ob auch andere nsSNP im einfachen SD-Bereich ähnliche Resultate zeigen 
würden, ist nicht sehr wahrscheinlich. In Voruntersuchungen zu den hier gezeigten 
Ergebnissen, wurden weitere Varianten (R560C, I569V, V594M, L608M, R624C, E626K) 
gescreent und zeigten Wildtyprezeptor-ähnliche Aktivierbarkeiten durch p13. Trotzdem 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass möglicherweise noch andere Positionen, die 
durch natürliche Varianten betroffen sind, die Aktivierbarkeit des GPR133 beeinflussen. 
Folgestudien sollten sich der generellen Frage widmen, welche Aminosäurepositionen 
in der 7TM an der Bindung des Stachelagonisten in aGPCR beteiligt sind. 
Der nächste Schritt in der Forschung zum GPR133 sollte die physiologische Rolle 
im Organismus untersuchen. Hierfür bieten sich die Untersuchung eines Maus- oder 
Rattenmodells oder eines Zebrafischmodells an, denn hier wurden bereits die 
endogenen Expressionen des GPR133 gezeigt (Haitina et al. 2008, Harty et al. 2015). 
Dabei sollte zunächst der Größenphänotyp beachtet werden, da verschiedene SNP des 
GPR133 durch verschiedene Studien, in verschiedenen Populationen mit der Größe 
assoziiert werden konnten (Tönjes et al. 2009, Kim et al. 2012, Kim et al. 2013). 
Weiterhin sollte auch die Rolle des GPR133 für die Körpergewichtskontrolle betrachtet 
werden, da es sowohl Hinweise dazu in Mäusen (Chan et al. 2012) als auch im 
Menschen (Mansego et al. 2015) gibt. Weiterhin ist für den GPR133 eine 
immunologische Rolle denkbar. Schließlich ist nicht nur eine Pentraxin-Domäne (PTX) 
funktioneller Bestandteil seines extrazellulären N-Terminus, zugleich wird der GPR133 
spezifisch von Follikel-assoziierten Epithelzellen exprimiert (Kobayashi et al. 2012), und 
er kommt ubiquitär im gesamten Magen-Darm-Trakt vor (Badiali et al. 2012).  
Sobald bekannt ist, welche Auswirkung ein Komplettverlust (knock-out) des 
GPR133 im Tiermodell hat, können Patientendaten aus den Datenbanken mit Hinblick 
auf den gefundenen Phänotyp gesichtet werden, um möglicherweise 







The class of adhesion GPCRs (aGPCRs) includes 33 members in humans which 
contributes to embryogenesis, neuronal development, myelination, immune function and 
tumor progression. One member of this class is the GPR133 (ADGRD1). In 2011 the 
functional interaction of an aGPCR to a Gs protein was shown which goes along with an 
increase of intracellular cAMP levels and more downstream signaling molecules like 
cAMP response element (CRE). Additionally, coupling to Gi was shown using a Gαqi4 
chimera in an inositol phosphate accumulation assay.  
The physiological relevance of GPR133 is not known yet. The GPR133 is associated 
with different constitutional factors like body height, body weight, heart frequency, and 
lipoprotein profile. Further, GPR133 may have a role in tumorigenesis of pancreas and 
brain tumor. Many associations are derived from studies on single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in genome wide association studies which, however, do not allow 
for causalities for potential changes in receptor function.  
The present study analyzed the type and quantity of SNPs listed in public sources 
and their impact in the signaling performance of human GPR133. This work specifically 
focuses on coding SNPs which lead to amino acid changes at protein level (non-
synonymous (ns)SNPs). The variants were cloned and studied in respect to their cellular 
functions (CRE-level, cell surface expression, total expression). To be able to analyze 
all aspects of nsSNPs, this study focused initially on the analysis of structural elements 
inside of the receptor and their impact in signal transduction and in the activation 
mechanism of GPR133. The following results were drawn from the present study: 
 
(1) After deletion of the pentraxin (PTX) domain in the N-terminal fragment (NTF) 
of GPR133, the receptor function is strongly affected. Thereby the cell surface is reduced 
as well as Gs-mediated signal transduction. The GPR133 is constitutively activated after 
truncation of the N terminus to the autoproteolytically cleavage site in the GPS. This 
activity is lost after truncation of the remaining GPS. An alanine scan and a peptide 
screen identified a 13-amino-acid-long peptide (p13), which correspond to the sequence 
downstream the cleavage site, and is capable of activating the receptor. The p13 is able 
to activate the GPR133 in a concentration-dependent and specifically manner. The 
results are in congruence with previously obtained results on GPR126 leading to the 
discovery of the tethered agonist, the ‘Stachel’ (German word for stinger). Since then it 
was postulated, that aGPCR can be self-activated, after an unknown signal lead to 




Stachel with the 7TM possible, which lead to the activation of G protein-mediated 
signaling cascades.  
 
(2) There are naturally occurring variants in the human gpr133 locus. Analysis of 
more than 1000 sequenced human genomes (1000Genomes), exome sequencing 
projects (NHLBI-ESP, ClinSeq), and of the haplotype map (HapMap) revealed 
approximately 9000 SNPs in human gpr133-gene 
 
(3) The SNP frequency of gpr133 is 24.8/100 codons, which is comparable to those 
of classical rhodopsin-like GPCRs. 
 
(4) 2.4 % of SNPs are located in exonic regions of gpr133-gene and lead to 129 
amino acid substitutions at 119 positions. They are equally distributed throughout the 
receptor protein and display no ‘hot spot‘ region.  
 
(5) In case of signaling function and cell surface expression 23 nsSNPs differed 
from wt receptor by more than two standard deviations. These variants were defined as 
functional relevant. 
 
(6) Functionally relevant nsSNPs are not accumulated in any domain. nsSNPs in 
the NTF predominantly lead to gain of function (i.e. G141D, F383S, D453N). Thereby 
the functional domains inside of the NTF display different consequences. While nsSNPs 
in PTX lead to loss of function (i.e. E178K, G195R), changes in the GAIN and the rest of 
NTF lead to a gain of receptor function. In contrast nsSNPs in CTF lead to loss of function 
(i.e. S667L, N795K). 
 
(7) The synthetic ‘Stachel’ peptide p13 could not activated all tested functional 
relevant GPR133 variants (i.e. A448D, S667L, A761E, V764M, N795K) which provides 
hints for possible structural determinants in the receptor protein of GPR133. 
 
(8) Two open reading frame changing variants were found, which resulted in a 
truncation (Q600stop) or an elongation (C632fs) of the protein. Both variants showed no 
cis-signaling. The possibly independent role of NTF should be analyzed in a 
physiological context. 
 
(9) The consequences of the naturally occurring variants correlate with the 




positions mainly resulted in loss of function, while low conserved regions rather lead to 
gain of function.  
 
(10) Naturally occurring variants in human gpr133 gene lead to functional 
consequences on a broad scale. From complete loss of function to a 3 fold increase of 
normal function was possible. Because all nsSNPs were found in adults, mutations on 
GPR133, affecting only one allel, seem to be compatible with life and ontogenesis.  
 
(11) There are people with dysfunctional GPR133. Those variants were found 
heterozygously in adults without a severe phenotype. The consequences of homozygous 
offspring is not known and should be studied in a knock-out animal model.  
 
(12) Moreover an alignment over diverse orthologous sequences of aGPCRs 
revealed evolutionary conserved positions and motifs for protein structure and function. 
Here, the position N795 was identified as a part of the highly conserved NSLQG-motif in 
TM7. Future studies should analyze conserved motifs in aGPCR in more detail, also to 
discover the G protein-interaction surface and ligand binding pocket of aGPCRs. A 
crystal structure would be an advantage for this purpose.  
 
This work analyzed nsSNPs in detail, which differed in function from wt by 2 SD. In 
this work A761E, which differed only by 1 SD from wt, was additionally studied with p13. 
Although A761E led only to a partial loss of function of basal activity, it was not possible 
to activate this variant through p13. The position in TM6 seem to be important for the 
activation through the ‘Stachel’ agonist. In pre-studies to the presented results, other 
variants (R560C, I569V, V594M, L608M, R624C, E626K) were screened and showed 
wt-like function after p13-application. It cannot be excluded, that other positions, which 
are affected by naturally occurring variants, could possibly influence the activation of 
GPR133. Following studies should answer the general question, which amino acid 
positions in the 7TM participating in the binding of the Stachel agonist in aGPCR. 
The next step in research of GPR133 should investigate its physiological role in 
organisms. Therefore, the investigation of a murine model (mice or rat) or a zebra fish 
model may be appropriate, because the endogenous expression of GPR133 were 
already shown (Haitina et al. 2008, Harty et al. 2015). The body height should be 
observed, because different SNPs in gpr133-gene from different studies were associated 
with height in different populations (Tönjes et al. 2009, Kim et al. 2012, Kim et al. 2013). 
Furthermore the role in body weight control should be investigated, because there are 




immunological relevance is conceivable. Since the GPR133 has a pentraxin domain as 
a functional element in its extracellular N terminus, concurrently the GPR133 is 
expressed specifically in follicle-associated epithelium (Kobayashi et al. 2012) and is 
ubiquitously expressed in the whole gastrointestinal tract (Badiali et al. 2012). 
After the knowledge of the physiological consequences of a GPR133 knock-out in 
an animal model, it is possible to connect data from patients in data bases with focus on 
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Zentrifuge für 50 ml Falcons 
und 96 Well-Platten 
Multifuge 1 S-R, Heraeus, Kendro Laboratory 
Products GmbH, Hanau 
Zentrifuge für 0,5 - 2,0 ml 
Röhrchen 
Biofuge pico, Heraeus, Kendro Laboratory 
Products GmbH, Hanau 
Nukleinsäurekonzentrations-
bestimmung 
NanoDrop® ND100, Peqlab, Biotechnologie 
GmbH, Erlangen 
Mikrotiterplattenlesegerät Sunrise™, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim 
37°C Schüttel-Kulturschrank Kulturschrank, Edmund Bühler GmbH, Hechingen 
Überkopf Schüttler Reax 2, Heidolph Instruments GmbH, Schwabach 
Vortexer Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York 
PCR-Zykler für 96 Well-Platten 
DNA engine®, thermal cycler, Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München 
PCR-Zykler für einzelne Proben T3 Thermocycler, Biometra GmbH, Göttingen 
Zellkultur Bench 
HERA Safe, Heraeus, Kendro Laboratory 
Products GmbH, Hanau 
Zellkultur Brutschrank, 37°C, 
5% CO2 
HERA (el) 150, Heraeus, Kendro Laboratory 
Products GmbH, Hanau 
Thermomixer Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg 
Trockenschrank  Memmert, Schwabach 
SDS-PAGE Gelkammersystem 
Mini-PROTEAN® Electrophoresis System, Bio-
Rad Laboratories GmbH, München 
Westernblot Transfersystem Fastblot B44 Biometra GmbH, Göttingen 
Elektrophoresis Power Supply EPS 301, VWR International GmbH, Darmstadt  
UV-Licht-Mikroskop Axiovert 200, Carl Zeiss, Oberkochen  
cAMP-Messung Fusion™ α-FP, Perkin Elmer, Rodgau 
Plattenlesegerät Victor™, Perkin Elmer, Rodgau 
enhanced chemiluminescence 
Detektionssystem  








Gel-Elution, nach Angaben des 
Herstellers 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System, 
Promega, Mannheim, Deutschland 
DNA Reinigung Miniprep, nach 
Angaben des Herstellers 
Wizard® Plus SV, Miniprep DNA purification 
System, Promega, Mannheim, Deutschland 
DNA Reinigung Maxiprep, nach 
Angaben des Herstellers 
Pure Yield™, Plasmid Midiprep System, 
Promega, Mannheim, Deutschland 
Sequenzierung, nach Angaben 
der Firma 
SeqLab - Sequence Laboratories Göttingen 
GmbH, Göttingen, Deutschland 
Agarosegelelektrophorese 
(Sambrook et al. 1989) 
Horizontalgelelektrophorese-Systeme, Peq Lab, 
Nürnberg, Deutschland 
cAMP-Messung, nach Angaben 
des Herstellers 
Alpha Screen® (Amplified Luminescence 
Proximity Homogeneous Assay) Perkin Elmer, 
Rodgau 
Luziferase-Messung, nach 
Angaben des Herstellers 
steadylite plus™ Reagenz, Perkin Elmer, Rodgau, 
Deutschland 




Agar Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Luria Broth (LB) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
D-Glucose Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
MgSO4 Merck Chemicals GmbH, Darmstadt 
Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
PEG3350 Sigma-Aldrich, Darmstadt 
Tryptone Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Hefeextrakt Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
KCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Tween-20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
IBMX Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Diethanolamin Laborchemie Apolda, Apolda 








Zitronensäure Monohydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Na2HPO4, 2 H2O Merck Chemicals GmbH, Darmstadt 
o-Phenylendiamin (OPD) Sigma-Aldrich, Darmstadt 
Natriumtetraborat/HCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Bromophenol Blau Merck Chemicals GmbH, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
myo-[3H]-Inositol 18,6 Ci/mmol; PerkinElmer Life Sciences 
Ponceau S rein Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
DMSO Sigma-Aldrich, Darmstadt 
HEPES Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
BSA Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
H2O2 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 




10 000 U/ml 
Thermo Fisher Scientific, München 
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
 
Medien, Puffer und Lösungen 
S.O.C. 20 g/l Tryptone 
 5 g/l Hefe Extrakt 
 4,8 g/l MgSO4 
 3,603 g/l Dextrose 
 0,5g/l NaCl 
 0,186 g/l KCl 
PBS (1x) Thermo Fisher Scientific, München 
DMEM (1x) Thermo Fisher Scientific, München 
Trypsin/EDTA Thermo Fisher Scientific, München 
Opti-MEM®  Thermo Fisher Scientific, München 









Hanks’s gepufferte Salzlösung 
(HPSS) 
Thermo Fisher Scientific, München 
Versene 0,5 mM EDTA  
 in 1x PBS 
LO-Puffer 5 mM HEPES 
 in H2O, pH 7,6 
 0,3 % Tween-20 
 0,1 % BSA 
LI-Puffer LO Puffer  
 1 mM IBMX 
SO-Puffer 5 ml HBSS, 10x 
 5 mM HEPES  
 in 500 ml H2O, pH 7,6 
 0,1 % BSA 
SEAP-Puffer 1 mM MgCl2 
 2 M Diethanolamin 
 4,5 mg/ml L-Homoarginin 
 1,2 mM 4-Methylumbelliferyl-Phosphat (MUP) 
steadylite plus™ Reagenz PerkinElmer, Rodgau, Deutschland 
Substratpuffer 0,1 M Zitronensäure Monohydrat 
 0,1 M Na2HPO4, 2 H2O 
 In H2O, pH 5,0 
Detektionspuffer 25 ml Substratpuffer 
 10 mg OPD 
 40 µl H2O2 
Coating Puffer 0,15 M Sodium Tetraborat/HCl 
 In H2O, pH 8,0 
Lysis Puffer 10 mM Tris/HCl 
 150 mM NaCl 
 1 mM Dithiothreitol (DTT) 
 1 mM Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
 0,2 mM Deoxycholat-Na 
 1 % NP-40 





RIPA Puffer Thermo Fisher Scientific, München 
TBS (10x) 50 mM Tris/HCl 
 150 mM NaCl 
 pH 7,6 
TBS-T (1x) 50 ml TBS (10x) 
 Ad 500 ml H2O 
 0,1 % Tween-20  
Transferpuffer  
(Bjerrum Schafer-Nielsen) 
48 mM Tris 
39 mM Glycine 
pH 9,2 
20 % Methanol (frisch zugesetzt) 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCl 
 pH 8,8 
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris/HCl 
 pH 6,8 
Laemmli-Puffer (4x) 250 mM Tris/HCl 
 pH 6,8 
 8 % SDS 
 40 % (w/v) Glycerol 
 0,02 % Bromophenol Blau  







Tab. A1: Liste der genutzten Primersequenzen für die Mutagenese 
Name  Primersequenz sense (5‘ – 3‘) Primersequenz antisense (5‘ – 3‘) 
pcDps fw GTGCAAATCAAAGAACTGCTCCTC  

















































M1T TCTcccaccAcGGAAAAGCTG CAGCTTTTCCgTggtgggAGA 
Y18H CTGCTATTTcATTACAACTTT AAAGTTGTAATgAAATAGCAG 
Y18C CTGCTATTTTgTTACAACTTT AAAGTTGTAAcAAAATAGCAG 
D32N ctacgccCAGaACCATCCAGG CCTGGATGGTtCTGggcgtag 
E78K ACCTGAAAGAGaAAAAGGGAGTCA TGACTCCCTTTTtCTCTTTCAGGT 
T82M AAGGGAGTCAtGCTTCTCTAT ATAGAGAAGCaTGACTCCCTT 
Y85C ACGCTTCTCTgTTACGGCAGG CCTGCCGTAAcAGAGAAGCGT 
Y89D TTACGGCAGGgACAACAGCTC GAGCTGTTGTcCCTGCCGTAA 
F110L TTTCTTTTTTgTGGAAGACAC GTGTCTTCCAcAAAAAAGAAA 
S138F AAAGTCTGCTtCAGCGGTGGC GCCACCGCTGaAGCAGACTTT 
G140S CTGCTCCAGCaGTGGCAGAGG CCTCTGCCACtGCTGGAGCAG 







Fortsetzung Tab. A1: Liste der genutzten Primersequenzen für die Mutagenese 
Name  Primersequenz sense (5‘ – 3‘) Primersequenz antisense (5‘ – 3‘) 
V145L CAGAGGCTCTcTGGAGCTGTA TACAGCTCCAgAGAGCCTCTG 
R150W GCTGTATACGtGGGACAATTC GAATTGTCCCaCGTATACAGC 
W174S CTATTTACATcGAAATCCAAG CTTGGATTTCgATGTAAATAG 
E178K GAAATCCAAGaAGGGCCTGAA TTCAGGCCCTtCTTGGATTTC 
V184I GAAAGTCTACaTCAACGGGAC GTCCCGTTGAtGTAGACTTTC 
G195R TGATCCGAGTaGAAAAGTGTC GACACTTTTCtACTCGGATCA 
R199C GAAAAGTGTCTtGTGACTATGG CCATAGTCACaAGACACTTTTC 
R199H AAAGTGTCTCaTGACTATGGA TCCATAGTCAtGAGACACTTT 
E203D ACTATGGAGAtTCCAACGTCA TGACGTTGGAaTCTCCATAGT 
V209M CGTCAACCTCaTGATAGGGTC GACCCTATCAtGAGGTTGACG 
D226N CGGTGCTTTCaATGAGTTCAT ATGAACTCATtGAAAGCACCG 
R233W CATCTGGGAGtGGGCTCTGAC GTCAGAGCCCaCTCCCAGATG 
A241T GGATGAGATCtCCATGTACTT AAGTACATGGaGATCTCATCC 
M242T GAGATCGCCAcGTACTTCACT AGTGAAGTACgTGGCGATCTC 
T245I ATGTACTTCAtTGCTGCCATT AATGGCAGCAaTGAAGTACAT 
T257A ATTGTCTTCAgCGCTGCCAAG CTTGGCAGCGcTGAAGACAAT 
P259Q TCAACGCTGCaAAGCCTCTTC GAAGAGGCTTtGCAGCGTTGA 
S265Y TTCATGACATaCACAGCAAGC GCTTGCTGTGtATGTCATGAA 
S268N TCCACAGCAAaCCCCGTGATG CATCACGGGGtTTGCTGTGGA 
V270M AGCAAGCCCCaTGATGCCCAC GTGGGCATCAtGGGGCTTGCT 
V270A GCAAGCCCCGcGATGCCCACA TGTGGGCATCgCGGGGCTTGC 
P293A CTTCCAAAGTgCCGGAGTGAT ATCACTCCGGcACTTTGGAAG 
G294R CCAAAGTCCCaGAGTGATACT AGTATCACTCtGGGACTTTGG 
P308S CCTCAGCTTAtCCAGTAAGTC GACTTACTGGaTAAGCTGAGG 
L318F AGACAGCCTTcAATCTCACCA TGGTGAGATTgAAGGCTGTCT 
S349N GTGGTACTGAaTCTCATCGAC GTCGATGAGAtTCAGTACCAC 
N364S GTATCCTCCAgCCTGCACGGC GCCGTGCAGGcTGGAGGATAC 
T369M CACGGCAGCAtGCCCCAGGTC GACCTGGGGCaTGCTGCCGTG 
F383S ATGGCAGAGTcTTCCGTGGCC GGCCACGGAAgACTCTGCCAT 
V393M GCCCAAGACCaTGAATTCCTC GAGGAATTCAtGGTCTTGGGC 
H397Q ATTCCTCCCAaTACCGCTTCC GGAAGCGGTAtTGGGAGGAAT 
R399C CTCCCATTACtGCTTCCCGGC GCCGGGAAGCaGTAATGGGAG 
G404A CCGGCCCACGcGCAGAGCTTC GAAGCTCTGCgCGTGGGCCGG 
Q405P GCCCACGGGCcGAGCTTCATC GATGAAGCTCgGCCCGTGGGC 
I410V CTTCATCCAGgTCCCCCACGA TCGTGGGGGAcCTGGATGAAG 
P411S CATCCAGATCtCCCACGAGGC GCCTCGTGGGaGATCTGGATG 
E413K GATCCCCCACaAGGCCTTCCA TGGAAGGCCTtGTGGGGGATC 
A419V CACAGGCACGtCTGGAGCACC GGTGCTCCAGaCGTGCCTGTG 
G425S CACCGTCGTGaGTCTGCTGTA TACAGCAGACtCACGACGGTG 
A441T CATCTGGCCCaCCCACACCAA TTGGTGTGGGtGGGCCAGATG 
A446V ACCAAGATCGtGGAGGCCATG CATGGCCTCCaCGATCTTGGT 
A448D ATCGCGGAGGaCATGCATCAC GTGATGCATGtCCTCCGCGAT 






Fortsetzung Tab. A1: Liste der genutzten Primersequenzen für die Mutagenese 
Name  Primersequenz sense  (5‘ – 3‘) Primersequenz antisense (5‘ – 3‘) 
D453N GCATCACCAGaACTGCCTGCT AGCAGGCAGTtCTGGTGATGC 
C454Y CACCAGGACTaCCTGCTGTTC GAACAGCAGGtAGTCCTGGTG 
A458T CCTGCTGTTCaCCACCAGCCA TGGCTGGTGGtGAACAGCAGG 
S464A CCACCTGATTgCCCTGGAGGT ACCTCCAGGGcAATCAGGTGG 
N476S CTGTCTCAGAgCCTGTCGGGC GCCCGACAGGcTCTGAGACAG 
S478L CAGAACCTGTtGGGCTCTCCA TGGAGAGCCCaACAGGTTCTG 
T484M CCACTCATTAtGGTCCACCTC GAGGTGGACCaTAATGAGTGG 
V485I ACTCATTACGaTCCACCTCAA TTGAGGTGGAtCGTAATGAGT 
E498G CAGCACAGTGgGGCCACCAAC GTTGGTGGCCcCACTGTGCTG 
A499S GCACAGTGAGtCCACCAACAG CTGTTGGTGGaCTCACTGTGC 
V508M CCGAGTCTTCaTGTACTGCGC GCGCAGTACAtGAAGACTCGG 
S523L GGGGTCTGGTtGAACCACGGC GCCGTGGTTCaACCAGACCCC 
N524K TCTGGTCGAAaCACGGCTGTG CACAGCCGTGtTTCGACCAGA 
V538I CACCTACTCCaTCTGCCGCTG CAGCGGCAGAtGGAGTAGGTG 
V538A ACCTACTCCGcCTGCCGCTGC GCAGCGGCAGgCGGAGTAGGT 
R540C CTCCGTCTGCtGCTGCACTCA TGAGTGCAGCaGCAGACGGAG 
R540H TCCGTCTGCCaCTGCACTCAC GTGAGTGCAGtGGCAGACGGA 
R560C GGAGCTTGCAtGCGGACACCA TGGTGTCCGCaTGCAAGCTCC 
R560H GAGCTTGCACaCGGACACCAG CTGGTGTCCGtGTGCAAGCTC 
S567L GTGGCGCTGTtGTCTATCAGC GCTGATAGACaACAGCGCCAC 
I569V GCTGTCGTCTgTCAGCTATGT ACATAGCTGAcAGACGACAGC 
A589T GGTCACCTTCaCCGTGCTGTC GACAGCACGGtGAAGGTGACC 







R601H CGGAACCAGCaCTACCACATC GATGTGGTAGtGCTGGTTCCG 
L608M CCACGCCAACaTGTCCTTCGC GCGAAGGACAtGTTGGCGTGG 
R624C CATTAGTTTCtGCCTCGAGCC GGCTCGAGGCaGAAACTAATG 
E626K TTTCCGCCTCaAGCCGGGCAC GTGCCCGGCTtGAGGCGGAAA 
T630I CCGGGCACGAtCCCCTGCCAA TTGGCAGGGGaTCGTGCCCGG 
C632fs CACGACCCCCcTGCCAAGTGA TCACTTGGCAgGGGGGTCGTG 






S667L GTCTTTGGGTtGGAGGACAGC GCTGTCCTCCaACCCAAAGAC 
R673H AGCAAGCACCaTTACTACTAT ATAGTAGTAAtGGTGCTTGCT 
M695T TCATTTGCCAcGGACAGTTAC GTAACTGTCCgTGGCAAATGA 
G699R GGACAGTTACaGAACAAGCAA TTGCTTGTTCtGTAACTGTCC 
A720V GTAGCCCCTGtCCTGTTTGTC GACAAACAGGaCAGGGGCTAC 
A743T ACAGATCAGCaCCGACAACTA TAGTTGTCGGtGCTGATCTGT 
H749R TACAAGATCCgTGGAGACCCC GGGGTCTCCAcGGATCTTGTA 
D751E TCCATGGAGAaCCCAGTGCCT AGGCACTGGGtTCTCCATGGA 






Fortsetzung Tab. A1: Liste der genutzten Primersequenzen für die Mutagenese 
Name  Primersequenz sense (5‘ – 3‘) Primersequenz antisense (5‘ – 3‘) 
V764M GGCAGTGGCCaTGCTGCTGCC GGCAGCAGCAtGGCCACTGCC 
V777M GGTCTTTGGCaTGCTTGCTGT ACAGCAAGCAtGCCAAAGACC 
A779V GGCGTGCTTGtTGTCAACGGT ACCGTTGACAaCAAGCACGCC 
T793M ATGTTTGCCAtGCTCAACTCC GGAGTTGAGCaTGGCAAACAT 
N795K CCACGCTCAAaTCCCTGCAGG CCTGCAGGGAtTTGAGCGTGG 
A816T GGTGAGAGCCaCCTTCAAGCA TGCTTGAAGGtGGCTCTCACC 
T827M TGGTCGCTCAtGAGCAGCTCT AGAGCTGCTCaTGAGCGACCA 
A831T GAGCAGCTCTaCCCGCACCTC GAGGTGCGGGtAGAGCTGCTC 
A836T CACCTCCAACaCGAAGCCCTT AAGGGCTTCGtGTTGGAGGTG 
A836V CACCTCCAACGtGAAGCCCTT AAGGGCTTCaCGTTGGAGGTG 
M851T CGGCCAGGCAcGGCCTCCACC GGTGGAGGCCgTGCCTGGCCG 
R868H TCTGCCCACCaCGTCGACCTG CAGGTCGACGtGGTGGGCAGA 
V869I TGCCCACCGCaTCGACCTGTC GACAGGTCGAtGCGGTGGGCA 
D870N CCACCGCGTCaACCTGTCAGC GCTGACAGGTtGACGCGGTGG 
V874M CCTGTCAGCCaTGGACTATAA TTATAGTCCAtGGCTGACAGG 







Tab. A2: Liste der Orthologsequenzen (genutzt für Abb. 18) 

















Echinops telfairi XP_004709805.1   
Loxodonta africana XP_003421298.1   
Trichechus manatus latirostris XP_004385107.1   
Elephantulus edwardii XP_006901058   
Orycteropus afer afer XP_007953241   














Ochotona princeps XP_004595482.1   
Oryctolagus cuniculus XP_002722734.1   
Cavia porcellus XP_003461211.1   
Chinchilla lanigera XP_005403043.1   
Octodon degus XP_004636012.1   
Heterocephalus glaber XP_004882350.1   
Ictidomys tridecemlineatus XP_005336395.1   
Cricetulus griseus XP_007651841.1   
Mesocricetus auratus XP_005080644.1   
Microtus ochrogaster XP_005344587.1   
Mus musculus XP_006504370.1   
Rattus norvegicus XP_001070157.3   
Callithrix jacchus XP_009003158.1   
Saimiri boliviensis boliviensis XP_003937140.1   
Gorilla gorilla gorilla XP_004054212.1   
Homo sapiens NP_942122.2   
Pan paniscus XP_003817893.1   
Pan troglodytes XP_009424856.1 XP_003314077.1 
Nomascus leucogenys XP_003276179.1   
Pongo abelii XP_002824041.2 XP_002824042.1 
Macaca fascicularis EHH66843.1   
Macaca mulatta XP_001104579.1   
Papio anubis XP_003907445.1   












Mustela putorius furo XP_004778256.1   
Odobenus rosmarus divergens XP_004415514.1   
Canis lupus familiaris  XP_543354.2   
Felis catus XP_003994639.1   
Ailuropoda melanoleuca XP_002929658.1   
Bos mutus XP_005891284.1   
Bos taurus XP_005217719.1   
Capra hircus XP_005691392.1   
Pantholops hodgsonii XP_005973967.1   
Ovis aries XP_004017353.1   
Orcinus orca XP_004276681.1   
Sus scrofa XP_003483456.2 XP_003359120.2 





Fortsetzung Tab. A2: Liste der Orthologsequenzen (genutzt für Abb. 18) 
 
 
Equus caballus XP_001494231.1   
Condylura cristata XP_004690697.1   
Sorex araneus XP_004611179.1   
Pteropus alecto ELK14243.1   
Xenarthra Dasypus novemcinctus XP_004455622.1   
Aves 
 Anas platyrhynchos XP_005018133.1   
 Gallus gallus XP_415094.4   
 Meleagris gallopavo XP_003210929.1   
 Columba livia XP_005498339.1   
 Falco cherrug XP_005445260.1   
 Falco peregrinus XP_005233359.1   
 Melopsittacus undulatus XP_005147783.1   
 Ficedula albicollis XP_005055238.1   
 Geospiza fortis XP_005424047.1   
 Taeniopygia guttata XP_002187734.2   
 Pseudopodoces humilis XP_005524268.1   
Fish 
 Danio rerio XP_003199178.2   
 Haplochromis burtoni XP_005927012.1   
 Maylandia zebra XP_004544189.1   
 Pundamilia nyererei XP_005729618.1   
 Oreochromis niloticus XP_005473142.1   
 Takifugu rubripes XP_003974557.1   
 Oryzias latipes XP_004072772.1   
 Xiphophorus maculatus XP_005806977.1   
 Latimeria chalumnae XP_005987240.1   
Reptilia 
 Alligator sinensis XP_006017140.1   
 Chrysemys picta bellii XP_005299599.1   
 Pelodiscus sinensis XP_006120595.1   
 Chelonia mydas XP_007055034   
 Alligator mississippiensis XP_006268019   
 Python bivittatus XP_007426722   







Tab. A3: Liste der Orthologsequenzen (genutzt für Abb. 19) 
aGPCR Spezies Accession Accession 
Lphn1  Homo sapiens NM_001008701.2  
 Mus musculus NM_181039.2  
 Takifugu rubripes  XM_003964740.1  
 Danio rerio XM_685908.5  
 Xenopus tropicalis XM_002935405.1  
EMR1 Homo sapiens NM_001256254.1  
 Sorex araneus XM_004619466.1  
 Pan paniscus  XM_003819354.1  
 Felis catus  XM_003981787.1  
 Octodon degus XM_004632986.1  
 Echinops telfairi  XM_004714327.1  
 Dasypus novemcinctus XM_004447633.1  
 Loxodonta africana XM_003421667.1  
 Trichechus manatus latirostris XM_004378610.1  
 Sus scrofa  XM_003123136.3  
 Orcinus orca  XM_004277661.1  
 Danio rerio XM_003198174.1  
 Xenopus tropicalis XM_002935421.1  
 Anolis carolinensis XM_003223055.1  
GPR125 Homo sapiens NM_145290.3  
 Mus musculus NM_133911.1  
 Gallus gallus XM_420763.3  
 Meleagris gallopavo XM_003205901.1  
 Taeniopygia guttata XM_002191589.2  
 Oryzias latipes XM_004079748.1  
 Maylandia zebra XM_004554426.1  
 Oreochromis niloticus XM_003450318.1  
 Danio rerio XR_084470.2  
 Takifugu rubripes  XM_003966983.1  
 Xenopus tropicalis XM_002936716.1  
 Anolis carolinensis XM_003221352.1  
CELSR1 Homo sapiens NM_014246.1  
 Mus musculus EDL04416.1  
 Felis catus XM_003989402.1  
 Odobenus rosmarus XM_004415831.1  
 Tursiops truncatus XM_004328265.1  
 Jaculus jaculus XM_004650392.1  
 Bos taurus XM_002688015.2  
 Ailuropoda melanoleuca XM_002922843.1  
 Loxodonta africana  XM_003420889.1  
 Ovis aries XM_004007660.1  
 Echinops telfairi XM_004700631.1  
 Sorex araneus XM_004622836.1  





Fortsetzung Tab. A3: Liste der Orthologsequenzen (genutzt für Abb. 19) 
 Maylandia zebra XM_004553930.1  
 Danio rerio XM_002661471.2  
 Anolis carolinensis XM_003220426.1  
GPR133 Homo sapiens NM_198827.3  
 Mus musculus NM_001081342.1  
 Gallus gallus XM_415094.3  
 Meleagris gallopavo XM_003210881.1  
 Taeniopygia guttata XM_002187698.2  
 Oreochromis niloticus XM_003445639.1  
 Oryzias latipes XM_004072724.1  
 Maylandia zebra XM_004544134.1  
 Takifugu rubripes XM_003974508.1  
 Nothobranchius furzeri  GAIB01016319.1  
 Danio rerio XM_003199130.1  
 Xenopus tropicalis XM_002931898.1  
GPR113 Homo sapiens NM_001145169.1  
 Mus musculus NM_001014394.2  
BAI3 Homo sapiens EAW48836.1  
 Mus musculus AAH99951.1  
 Gallus gallus XP_419892.3  
 Meleagris gallopavo XP_003204465.1  
 Taeniopygia guttata XP_002193224.1  
 Danio rerio XP_003199786.1  
 Maylandia zebra XP_004556036.1  
 Takifugu rubripes XM_003964182.1  
 Xenopus tropicalis XP_002936367.2  
 Anolis carolinensis XP_003215546.1  
GPR56 Homo sapiens NM_005682.5  
 Mus musculus NM_001198894.1  
 Bos taurus NM_001083656.1  
 Pan paniscus  XM_003823729.1  
 Callithrix jacchus XM_002761012.1  
 Odobenus rosmarus divergens XM_004395779.1  
 Tursiops truncatus XM_004318180.1  
 Condylura cristata XM_004690526.1  
 Odobenus rosmarus divergen XM_004395781.1  
 Loxodonta africana XM_003416283.1  
 Ailuropoda melanoleuca XM_002912289.1  
 Cavia porcellus XM_003472063.1  
 Dasypus novemcinctus XM_004468513.1  
 Ochotona princeps XM_004583889.1  
 Oryctolagus cuniculus  XM_002711578.1  
 Echinops telfairi  XM_004704873.1  
 Jaculus jaculus XM_004663512.1  





Fortsetzung Tab. A3: Liste der Orthologsequenzen (genutzt für Abb. 19) 
 Sorex araneus XM_004600941.1  
 Nothobranchius furzeri GAIB01186006.1  
VLGR1 Homo sapiens AAL30811.1 AF435925_1 
 Mus musculus NP_473394.3  
 Gallus gallus XP_003643111.2  
 Taeniopygia guttata XP_004176384.1  
 Danio rerio NP_001001845.1  
 Xenopus tropicalis XP_004919963.1  
 Anolis carolinensis XP_003216408.1  
Sekretin Homo sapiens NP_002971.2  
GLP1 Homo sapiens AAA17021.1  
PTH1 Homo sapiens Q03431.1  
CRF1 Homo sapiens AAH96836.1  











Abb. A1: Snake Plot des humanen GPR133  
Jeder Kreis steht für eine Aminosäureposition des GPR133. Positionen, die von einem nsSNP 
betroffen sind, wurden rot hinterlegt. Gerade aneinander gekettete Aminosäure-Kreise symbolisieren 
mögliche β-Faltblattstrukturen, während mögliche α-Helices durch schräg verbundene Kugeln 
angeordnet in Quadern dargestellt wurden. Zur Bestimmung dieser Strukturmerkmale wurde 
bekanntes Wissen aus NCBI (7TM-Bereich) und Araç et al. 2012 (GAIN) genutzt, sowie durch 
Hydrophobizitätsanalysen nach Kyte-Doolittle mittels Protean 7.1.0 (DNA Star, Lasergene) neu 
analysiert (PTX). Die Disulfidbrücke im 7TM-Bereich wurde angedeutet. Die im jeweiligen Bereich am 
höchsten konservierten Positionen (Transmembrandomänen und der GPS) innerhalb der aGPCR 
Klasse wurden blau umkreist und mit X.50 gekennzeichnet. Das Nummerierungssystem ist dem von 
Ballesteros und Weinstein für die Rhodopsin-ähnlichen (Ballesteros & Weinstein 1995) und dem von 
Wootten et al. für die Sekretin-ähnlichen GPCR (Wootten et al. 2013) nachempfunden. Das 








Abb. A2: Vektorkarte des pcDps  
Der pcDps-Vektor besitzt eine Ampicilinresistenz-Kassette (β Lactamase), einen SV40-Promotor, die 
Multiple Cloning Site (grünes Viereck), sowie eine Poly-Adenin Region. Restriktionsenzyme mit nur 
einer möglichen Schnittstelle wurden ebenso dargestellt. Fettgedruckt sind BglII und SpeI, die für die 




































































Abb. A3: Der GPR133 wird endogen in COS-7 und HEK293T Zellen gebildet 
Um zu untersuchen ob der GPR133 endogen in den Zelllinien COS-7 und HEK293T vorkommt, wurde 
zunächst aus Zellpellets der Zelllinien die RNA präpariert und mittels reverser Transkription cDNA 
synthetisiert. Die Untersuchung wurde zeitgleich an der Zelllinie A549 durchgeführt, die für diese Arbeit 
keine Rolle spielt. Daher wird auf die Ergebnisse nicht weiter eingegangen. Anschließend wurde eine 
PCR mit gestopften Spitzen mit den exon-überspannenden Primern für GPR133 (sense: 5‘-
GGACTTCAGCTCCGGAGAA-3‘, antisense: 5‘-GGATGCCAATGTTGACCACG-3‘) und β-Actin 
(sense: 5‘-CGAGAAGATGACCCAGATCATG-3‘, antisense: 5‘-GGACTCCATGCCCAGGAAG-3‘) mit 
60°C Annealingtemperatur und 3,5 Minuten Synthesedauer bei 72°C durchgeführt. Für die 
Negativkontrolle (nK) wurde destilliertes Wasser an Stelle der cDNA genutzt. Als Standardmarker 
wurde der 2-log (New england biolabs Inc., Ipswich) genutzt mit den drei markanten Banden bei 








Abb. A4: Das Methionin 154 fungiert nicht als alternatives Startcodon 
(A) Die Veränderung des Startcodons (durch den nsSNP M1T) könnte in der Änderung der 
Proteinkette resultieren durch Nutzung eines alternativen Anfangs. Daher wurde untersucht, ob das 
nächste Methionin als potenzieller alternativer Translationsstart in Frage kommen kann. Dafür wurden 
die ersten 153 Aminosäuren deletiert und ein HA-Epitop in 5‘-3‘ Richtung nach diesem eingefügt. Die 
untersuchten Varianten sind schematisch dargestellt mit den Elementen: Signalpeptid (SP), 
Hämagglutinin-Tag (HA), der Pentraxin-Domäne (PTX), der GPCR autoproteolysis inducing domain 
(GAIN) mit den Subdomänen A und B (sub A und B) inklusive der GPCR proteolysis site (GPS), den 
sieben Transmembrandomänen (I-VII) und dem C-terminalen Flag-Epitop (Flag). (B) Die Grafik zeigt 
die Daten nach Normalisierung zur Negativkontrolle in Prozent zum wt (100 %) in der CRE-SeAP 
Aktivität (EV: 568 311 ± 59 100 Zähler; wt: 786 125 ± 85 787 Zähler n = 4), Zelloberflächenexpression 
(EV: 0,01 ± 0,02 OD492 nm, wt: 0,70 ± 0,11 OD492 nm, n = 9) und Gesamtzellenexpression (EV: 0,08 ± 0,07 
OD492 nm; wt: 0,97 ± 0,16 OD492 nm, n = 7). Das Protein wird mit rund 30 % in COS-7-Zellen produziert 
ohne an die Oberfläche transloziert zu werden oder ein CRE-Signal hervorzurufen.  










Abb. A5: Hydrophobizitätsanalyse des Transmembranbereichs  
Die Abbildung vergleicht die Hydrophobizitäten der Transmembranbereiche des Wildtyprezeptors 
GPR133 (wt) mit der Frameshift-Variante C632fs nach einer Kyte-Doolittle-Analyse mittels Protean 
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